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Zusammenfassung

Shewanella oneidensis dient als Modellorganismus in bioelektrochemischen
Systemen. Wahrend S. oneidensis eine grolde Spannbreite an Elektronenakzeptoren
nutzen kann, ist die Auswahl an nutzbaren Kohlenstoffquellen eher gering. Daher
wurde in dieser Arbeit der Fokus auf die Erweiterung des Substrat- als auch
Produktspektrums gelegt. Hierbei ist sowohl der nachwachsende Rohstoff Cellulose
von Interesse, als auch der in groRen Mengen bei der Biodieselherstellung auftretende

Rohstoff Glycerin.

S. oneidensis wurde in Vorarbeiten befahigt Uber eine an ein I6sliches
c-Typ Cytochrom gekoppelte Cellulase Cellulose in Cellobiose-Untereinheiten zu
spalten. In einer Cokultivierung mit dem Cellobiose-verstoffwechselnden,
homofermentativen Laktatbildner Lactococcus lactis konnte anhand der Acetatbildung
die Funktionalitat bereits gezeigt werden. Um die Handhabung zu erleichtern, wurde
die Cellobiase aus L. lactis in S. oneidensis integriert um dieses ohne Cokultivierung
zu einer Cellulose-Verstoffwechselung zu befahigen. Diese Integration fuhrte zu keiner

Degradation von Cellobiose unter aeroben Bedingungen.

Weiterhin wurde ein Glycerinabbauweg konzipiert um S. oneidensis zum
Glycerinabbau zu befahigen. Hierbei wurden die Gene fur die Methylglyoxalsynthase,
Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase, Glyoxalase Ill und der Glycerin-Transporter aus
E. coli auf ein Expressions-Plasmid eingeflugt. Zusatzlich wurde die S. oneidensis-
eigene Glycerinkinase auf dem Plasmid integriert um diese hoher zu exprimieren.

Dieses Plasmid ermdglichte bisher S. oneidensis keinen Abbau von Glycerin.

Acetoin und Butandiol sind vielversprechende Plattformchemikalien und S. oneidensis
ist nativ nicht in der Lage diese zu produzieren. In dieser Arbeit wurden Stamme
genutzt, die die entsprechenden Gene zum einen uber ein Plasmid und zum anderen
genomisch integriert tragen. Hierbei zeigte sich in Zellsuspensionsassays eine
Erweiterung des Produktspektrums zu Acetat und Acetoin bzw. Acetat, Acetoin und
Butandiol. In der Regel war Acetat zu gleichem oder in hdherem Anteil detektierbar.
Die maximalen Acetoinausbeuten betrugen in diesem Fall zwar 107% des
theoretischen Maximums, jedoch ist die Kohlenstoffbilanz nicht ausgeglichen. In den
Stammen die kein Acetat mehr bilden konnten wurde ebenfalls eine Acetoinproduktion
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von 101% des theoretischen Maximums gemessen und keine weiteren

Nebenprodukte.

Um die Umsatzrate in bioelektrochemischen Systemen zu erhéhen, wurde im Weiteren
versucht die Elektrodeninteraktion zu verbessern. Um die Zelllyse von S. oneidensis
unter Stressbedingungen zu verringern, wurde zum einen die Deletion der drei
Prophagen A-Phage, MuSo1 und MuSo2 getestet. Hierbei zeigte sich mit der Deletion
des A-Phagen aus Vorarbeiten eine gesteigerte Stromproduktion und erhohte
Lebendzellzahl auf der Anode. Die weiteren Deletionen fuhrten zu keiner weiteren

Steigerung der Stromproduktion.

Neben der biologischen Verbesserung der Elektrodeninteraktion sollten ebenfalls die
Elektrodenmaterialien auf eine bessere Interaktion ausgelegt werden. Hierzu wurden
elektrogesponnene Materialien der AG Kerzenmacher mit verschiedenen Stammen
getestet um eine Steigerung der Stromproduktion zu erzielen. Mit Steigerung der
Stromproduktion geht in der Regel eine verbesserte Umsetzung des Substrates
einher. Um die Produktausbeute zu erhdhen und moglichst reine Produkte zu erzielen,
wurden die Acetatkinase- und Phosphotransacetylase-Deletionsmutanten in diesen
Setups verwendet. In parallelen Ansatzen konnte gezeigt werden, dass dies zu einem
Einbruch in der Stromproduktion fuhrte. Daraufhin wurden weitere Experimente
durchgefuhrt um die Stromproduktion zu erhdhen und so das Nutzen von

elektrogesponnenem Material zu gewahrleisten.

Um die metabolische Fitness der ackA/pta-Mutante zu verbessern, wurde mit
Potentialwechseln gearbeitet. Bei diesem Experiment stellte sich heraus, dass das
Anlegen eines hohen Potentials (+500 mV gegen NHE) Uber 4 Stunden und Uber
20 Stunden das gewohnte Potential von 0 mV gegen NHE zu einer durchschnittlichen
Stromdichte von 12,99 pA/cm? fuhrte und zu einer Acetoinausbeute von etwa 50%.
Dies stellte eine Steigerung im Vergleich zu Experimenten mit konstantem Potential
bei 0 mV gegen NHE mit 32% Acetoinausbeute dar.

Als weitere Strategie zur Erhohung der Stromdichte wurde eine Cokultivierung mit
Geobacter sulfurreducens versucht. G. sulfurreducens ist in der Lage viel hdhere
Stromdichten zu generieren, da er dicke und leitfahige Biofilme auf den Anoden zu

bilden vermag. Die Hypothese war daher, dass Acetoin-produzierende S. oneidensis-
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Zellen eventuell in dieses Netzwerk eingeflochten werden kdnnten. Hierbei wurden

zunachst durchschnittliche Stromdichten von 214,69 und 237,19 pyA/cm? gemessen.

Da in diesen Versuchen keine Acetoinproduktion gemessen werden konnte, wurden
die Ansatze unter verschiedenen Bedingungen wiederholt. Zum einen wurde es mit
Vorinduktion und zum anderen zusatzlich zur Vorinduktion auch die Anwendung der
zuvor erfolgreichen Potentialshifts versucht. Hierbei zeigte sich bei konstanten
Potential eine durchschnittliche Stromdichte von 206,61 pA/cm? und einer geringen
Acetoinproduktion von 8,6% des theoretischen Maximums. Im Experiment mit einem
Potentialwechsel wurde eine durchschnittiche Stromdichte von 283,19 uA/cm?

gemessen und 4,4% Acetoin des theoretischen Maximums detektiert.
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V. Abkirzungsverzeichnis

Abkurzung | Erlauterung

AckA Acetatkinase

AlsD Acetolaktat-Decarboxylase

AlsS Acetolaktat-Synthase

BEC Bioelektrochemische Zellen (engl.: Bioeletrochemical Cell)
BES Bioelektrochemische Systeme (engl.: Bioeletrochemical Systems)
BudC Buandiol-Dehydrogenase

CelA Cellobiase (3-1,4-Glyoxalase)

Celstrep Cellulase

CymA Cytoplasmatisches Protein A

DNA Desoxyribonukleinsaure

A Delta (Zeichen fur die Deletion von Genen)

e Elektron

FccA Fumaratreduktase

g Gramm

GlpF Glycerintransporter

GlpK Glycerinkinase

GpsA Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase

H* Proton

HchA Glyoxalase Il

HP Hohes Potential (engl.: High potential)

I Liter

LP Niedriges Potential (engl.: Low potential)

MFC Mikrobielle Brennstoffzelle (engl.: Microbial Fuel Cell)
MgsA Methylglyoxalsynthase

Ml Mikroliter

ml Mililiter

mM Millimolar
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Abklrzung | Erlauterung

MA Mikroampere

mA Milliampere

MtrABC Metal reduzierendes Protein ABC

MtrF Metal reduzierendes Protein F

NHE Normal Wasserstoff Elektrode (engl.: Normal Hydrogen Electrode)
OD600 Optische Dichte bei 600 nm

Pta Phosphotransacetylase

PS Potentialswitch

PtcCAB Cellobiose-Transporter

RNA Ribonukleinsaure

RpoA RNA-Polymerase A

SHE Standard Wasserstoff Elektrode (engl.: Standard Hydrogen Electrode)
STC Small tetraheme Cytochrome

xg Rotorbeschleunigung bei Zentrifugen
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1 Einleitung

In 40 bis 50 Jahren ist Erddl als fossiler Rohstoff wohl nicht mehr zu angemessen
Preisen verfugbar (Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF), 2010).
Fossile Brennstoffe werden nicht nur fir die Herstellung von Kraftstoffen eingesetzt,
sondern auch als Grundlage fur die Synthese von Kunstoffen etc. Da die wachsende
Weltbevolkerung einen hoheren Bedarf an Energie und Wertstoffen aufweist, als aus
den verbleibenden Ressourcen moglich ist, wird nach alternative Wegen zur
Energiebereitstellung und Herstellungsgrundlagen gesucht. Ein Ansatz hierfur ist die
Produktion biobasierter Stoffe und die Anwendung von bioelektrochemischen
Systemen. Letztere ermoglichen neben Abwasser-Aufreinigung zum Beispiel auch die
Produktion von Strom durch diverse Mikroorganismen, die man als exoelektrogen

bezeichnet.

1.1 Exoelektrogene Organismen

Exoelektrogene Organismen zeichnen sich durch ihre Fahigkeit, aus Elektronen aus
der Atmungskette Uber die Membran nach auf3en zu transportieren und im Folgenden
Elektronenakzeptoren aulRerhalb der Zelle zu reduzieren. Bekannte Vertreter stammen
aus der Familie der Proteobakterien z.B. Geobacter sulfurreducens,

G. metallireducens, oder auch Shewanella oneidensis.

1.1.1 Dissimilatorische Eisenreduktion

Sedimentbakterien, wie Shewanella oneidensis sind oft zur dissimilatorischen
Eisenreduktion (engl.: dissimilatory iron reduction (DIR)) befahigt, was eine Reduktion
von unl6slichen Eisenformen aulderhalb der Zelle bezeichnet. Hierbei werden
unlésliche Eisen(lll)-Formen in I6sliche Eisen(ll)-Formen reduziert (Lovley, 1991). Dies
ermdglicht ein erweitertes Spektrum an Elektronenakzeptoren fur die zur
dissimilatorischen Eisenreduktion befahigten Organismen. Eine ubiquitar vorliegende

Substanz wie Eisen nutzen zu konnen, bietet einen Vorteil im Sediment.

1.1.2 Shewanella oneidensis

Shewanella oneidensis MR-1, ein Gram-negatives y-Proteobakterium, wurde 1988 im
Lake Oneida, USA als Sedimenbakterium isoliert (Venkateswaran et al., 1999). Das
stabchenférmige Bakterium wachst optimal bei 30°C unter oxischen und anoxischen

Bedingungen (Venkateswaran et al., 1999). Als Elektronendonor kann S. oneidensis
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z.B. Laktat oder N-Acetylglucosamin (NAG) nutzen. Wahrend ein breites Spektrum an
Elektronenakzeptoren genutzt werden kann, ist S. oneidensis nicht in der Lage zu

garen (Serres and Riley, 2006).

Da S. oneidensis zur DIR befahigt ist, dient diese Art als Modellorganismus in der
mikrobiellen Brennstoffzellenforschung. Fur den Elektronentransport aus dem
Cytoplasma in den extrazellularen Raum besitzt S. oneidensis ein komplexes

Proteinnetzwerk (Abbildung 1).

Die Enzyme der Atmungskette sind in die Cytoplasmamembran (CM) eingelagert
(Fonseca et al., 2013). Hierbei werden die Elektronen aus der Oxidation von
Kohlenstoffquellen in den Quinon-Pool eingespeist und damit ein Protonengradient
aufgebaut. Mit diesem kann die ATP-Synthase ATP bilden.

S. oneidensis nutzt ein das Periplasma durchspannendes Proteinnetzwerk um die
Elektronen aus der Atmungskette in den ER zu transportieren (Fonseca et al., 2013).
Hierbei dient CymA (engl.: Cytoplasmic protein A) als Elektronendistributor und verteilt
die Elektronen an STC (engl.: Small Tetraheme Cytochrome), FccA
(Fumaratreduktase) oder MtrA (engl.: metal reducing protein A) (Myers and Myers,
1997). MtrA ist Teil des drei Komponentenkomplexes MtrABC, welcher in einer 1:1:1
Stochiometrie vorliegt. (Ross et al., 2007). MtrB ist hierbei, ein in die dauRere Membran
eingelagertes, PB-Fass-Protein, das den Kontakt von MtrA mit der terminalen
Reduktase MtrC ermdglicht, welche aulRerhalb der Zelle, in die aulere Membran Uber
einen Lipidanker befestigt ist (Ross et al., 2007; Hartshorne et al., 2009). Das ebenfalls
in der auf’eren Membran lokalisierte OmcA (engl.: outer membrane cytochrome A)
kann die Elektronen von MtrC aufnehmen und ebenso auf einen terminalen
Elektronenakzeptor Ubertragen (Shi et al., 2007; Ross et al., 2007). S. oneidensis
besitzt insgesamt 42 potentielle Gene fur Cytochrome (Meyer et al., 2004). Homolog
zum MtrABC-Komplex ist der MtrDEF-Komplex, zusatzlich besitzt S. oneidensis den
DmsEFAB-Komplex fur die DMSO-Atmung (Gralnick et al., 2006).
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Abbildung 1: Proteinnetzwerk im Periplasmaraum von S. oneidensis. CymA erhélt die Elektronen aus dem
Menaquinon-Pool in der Cytoplasmamembran und agiert als Elektronenverteiler. Die Ubertragung kann auf
FccA, STC oder MtrA erfolgen. MtrA bildet zusammen mit MtrBC einen Proteinkomplex, der die Elektronen
aus dem Periplasma nach auBen transportiert. Hierbei erméglicht das B-Fass-Protein MtrB den Kontakt
zwischen MtrA und der terminalen Reduktase MtrC. MtrC iibertragt die Elektronen auf einen terminalen
Elektronenakzeptor oder OmcA. OmcA ist, wie MtrC ebenfalls iiber einen Lipidanker in der duBeren
Membran befestigt und zur Ubertragung auf terminale Elektronenakzeptoren befihigt (Abbildung nach
Richter et al., 2012; Fonseca et al., 2013)

S. oneidensis sekretiert Flavine (hauptsachlich Riboflavin und Flavinmononukleotid
(FMN)) in das umgebende Medium (Von Canstein et al., 2008; Kotloski and Gralnick,
2013). FMN wird durch die 5°-Nukleotidase UshA aus Flavinadenindinukleotid (FAD)
durch die Abspaltung von AMP gebildet (Kotloski and Gralnick, 2013). Hauptsachlich
wird FMN wahrend der Wachstumsphase und Riboflavin wahrend der stationaren
Phase gebildet (Von Canstein et al., 2008). Jedes Flavinmolekll ermdglicht, als
sogenanntes Elektronenshuttle, durch die Ubertragung von zwei Elektronen die
Reduktion von zwei Molekulen Eisen(lll)-Oxid (Von Canstein et al., 2008). Aul3erdem
spielen Flavine zusatzlich eine Rolle in der Ubertragung von Elektronen in
bioelektrochemischen Systemen. In Marsili et al (2008) konnte gezeigt werden, dass
nach Tauschen des Mediums in einer mikrobiellen Brennstoffzelle (engl.: Microbial
Fuel Cell (MFC)) der Strom zunachst abfiel. Hierbei stellte sich fur die Autoren die
Frage, ob eine I6sliche Komponente den Elektronentransfer der adharierten Zellen
ermoglicht oder die planktonischen Zellen den Hauptbestandteil am Elektronentransfer
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leisten (Marsili et al., 2008). Als sie das ursprunglich abgenommene Medium zellfrei
zuruck in die Reaktoren gaben, erhielten sie 94% des zuvor erreichten Stroms (Marsili
et al., 2008).

Wahrend S. oneidensis unter oxischen Bedingungen den Citratzyklus (engl.:
tricarboxylic acid cycle (TCA-Cycle)) nutzt um das Substrat vollstandig zu CO2
umzusetzen, ist unter anoxischen Bedingungen nur ein unvollstandiger Citratzyklus
madglich, wobei kein Succinyl-CoA gebildet wird (Abbildung 2) (Tang et al., 2007; Flynn
et al., 2012). Hierbei ist SucAB unter anaeroben Bedingungen nicht ausreichend
exprimiert (Beliaev et al., 2002). Unter anoxischen Bedingungen wird aus Pyruvat
Acetat und Formiat gebildet. Die Energiegewinnung findet unter anoxischen
Bedingungen hauptsachlich durch die Bildung von Acetat aus Acetyl-CoA unter
Bildung von ATP statt (Tang et al., 2007; Hunt et al., 2010; Brutinel and Gralnick,
2012).
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Abbildung 2: Citratzyklus von S. oneidensis. Unter anoxischen Bedingungen lauft ein unvollstiandiger
Citratzyklus ab, es wird kein Succinyl-CoA gebildet (rote Pfeile). In rot sind die beteiligten Gene dargestelit.
(Abbildung nach Flynn et al., 2012; Brutinel and Gralnick, 2012)
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1.1.3 Geobacter sulfurreducens

Das Gram-negative, obligat anaerobe Bakterium Geobacter sulfurreducens ist ein
weiterer Organismus der eine verlangerte Elektronentransportkette besitzt und so
Elektronen auf Akzeptoren aulderhalb der Zelle Ubertragen kann (Caccavo et al.,
1994). G. sulfurreducens besitzt 111 c-Typ Cytochrome, welche dies ermoglichen
(Methé et al., 2003). Zehn Cytochrome sind an diesem Transport hauptsachlich
beteiligt (Santos et al., 2015). Zu diesen zahlt MacA, welches in der Cytoplasma-
Membran lokalisiert ist, auRerdem die im Periplasma vorliegenden Komponenten
PpcA-E und GSU1996, sowie OmcF, OmcS und OmcZ die in der aulleren Membran
verankert sind (Richter et al., 2012; Santos et al., 2015). Vergleichbar zu CymA aus
S. oneidensis nimmt MacA Elektronen aus dem Menaquinonpool auf und verteilt diese
auf die im Periplasma lokalisierten Komponenten. Ein weiterer funktioneller Vergleich
kann zwischen dem Shewanella-MirABC-System und dem Geobacter-Komplex aus
dem im Periplasma lokalisierten OmaB/C, dem porinahnlichen OmbB/C und dem in
der aulleren Membran lokalisierten OmcB/C gezogen werden (Santos et al., 2015).
Zusatzlich bildet G. sulfurreducens Pili aus die ebenfalls leitfahig sind und bei der
Anheftung an die Anode eine Rolle spielen. G. sulfurreducens bildet im Gegensatz zu
S. oneidensis Multilayer-Biofilme auf der Anode (Reguera et al., 20006).
G. sulfurreducens setzt Acetat als Substrat zu CO2 und Hz2 um und kann aufgrund
dieser Eigenschaft auch in anaeroben Cokultivierungen mit S. oneidensis eingesetzt

werden (Caccavo et al., 1994).

1.2 Mikrobielle Brennstoffzellen

Exoelektrogene Organismen kdnnen in mikrobiellen Brennstoffzellen zum Einsatz
kommen. Es gibt verschiedene Typen von Brennstoffzellen, die den unterschiedlichen
Eigenschaften der verwendeten Organismen angepasst sind. In der Regel besitzt ein

solches bioelektrochemisches System eine Anode und eine Kathode.

Diese kdonnen sowohl in Zwei-Kammer-Systemen, also getrennt voneinander oder
gemeinsam angeordnet sein. Bei der Trennung wird eine semipermeable Membran
eingesetzt, die z.B. die Diffusion der entstandenen Protonen von der Anodenseite auf
die Kathodenseite ermoglicht (Liu and Logan, 2004; Rabaey and Verstraete, 2005).
Zusatzlich zu Mikroorganismen die Elektronen von einer Kathode aufnehmen um

Stoffe zu synthetisieren, gibt es Organismen die Elektronen an eine Anode abgeben
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um Kohlenstoffquellen ab- oder umzubauen. In dieser Arbeit wurde mit den Anoden-
atmenden Organismen S. oneidensis und G. sulfurreducens gearbeitet. Beide
Modellorganismen oxidieren die zugegebenen Kohlenstoffquellen und geben die
daraus gewonnenen Elektronen an die Anode ab. Die Anode dient in diesem Aufbau
als ein nicht-erschopfbarer Elektronenakzeptor. Des Weiteren wird das
Anodenkompartiment mit N2 oder N2/COz2 begast um Sauerstoff als konkurrierenden
Elektronenakzeptor auszuschlielen. Die Kathode ist in diesem Aufbau ein Platinnetz
das Uber Platindraht an den Potentiostaten angeschlossen ist. Als Anode kdnnen
verschiedene Kohlenstoffmaterialien dienen, wie Graphitvlies, C-Tex oder
elektrogesponnenes Material. Hierbei unterscheiden sich die Materialien in Oberflache
und/oder Aktivierung. Da in dieser Arbeit nur mit Graphitvlies und elektrogesponnenem

Material gearbeitet wurde, werden diese im Folgenden genauer beschrieben.

1.2.1 Graphitvlies

Das in dieser Arbeit verwendete Graphitvlies GFD 2,5 von SIGRACELL besitzt eine
Dicke von 2,5 mm und eine Dichte von 0,09 g/cm?. Polyacrylnitril (PAN) dient als
Ausgangsstoff fur dieses Gewebe. Vorteile des Graphitvlieses umfassen die
Leichtigkeit in der Anwendung, den geringen Eigenwiderstand, eine praktische
Unldslichkeit und eine Toleranz gegen hohe Temperaturen (SGL CARBON GmbH,

n.d.). Dies ermoglicht es das Graphitvlies vor der Anwendung zu autoklavieren.

1.2.2 Elektrogesponnenes Material

Mit der Elektrospinning-Technik konnen Nanofasergewebe mit skalierbarer Porositat
und Faserdurchmesser produziert werden (Dong et al., 2011). Mittels nachfolgender
Carbonisierung koénnen diese unter Luftabschluss in elektrisch leitfahige

Elektrodenmaterialien prozessiert werden kdnnen.

Auf eine Spritze mit Polymerlosung wird ein elektrisches Feld angelegt, dadurch
entsteht durch die auf die Polymerlosung ausgeubte Zugkraft Uber eine kurze Konus-
Formung ein dunner Faden (Dong et al., 2011). Der entstehende sehr dunne
Polymerfaden trocknet bis zum Eintreffen auf den walzenférmigen Kollektor aus und
bildet dort ein feinmaschiges Geflecht (Kim, 2005). Der Polymerfaden kann durch das
Drehen des Kollektors gleichmallig auf einer Flache verteilt werden. Anschlie3end
fuhrt die in einem Ofen bei Temperaturen von bis zu 1100°C unter

Sauerstoffausschluss stattfindende Pyrolyse zu einer Carbonisierung des Geflechts
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(Zussman et al., 2005). Vorteile dieses Gewebes sind die gro3e Oberflache, hohe
Porositat und eine gute Vernetzung (Ding et al., 2010). Ein Nachteil ist die Brichigkeit

des Materials was eine vorsichtige Handhabung voraussetzt.

1.3 Energiestoffwechsel

Energiestoffwechsel, wie Photosynthese, Atmung oder Garung haben gemein, dass

ATP als universelle Energieeinheit zu Verfugung gestellt wird.

1.3.1 Atmung

Unter Atmung versteht man den Transfer von Elektronen auf einen terminalen
Elektronenakzeptor innerhalb oder aufderhalb der Zelle. Werden die Elektronen auf
Sauerstoff Ubertragen, wird dies als aerobe Atmung bezeichnet. Beim oxischen Abbau
von Kohlenstoffquellen wird beispielsweise der Citratzyklus zu Energiegewinnung
genutzt. Hierbei dient Acetyl-CoA als zentrales Intermediat welches z.B. aus der
Glykolyse in den Citratzyklus einspeist wird. Es entstehen als
Stoffwechselendprodukte hauptsachlich CO2 und H20 (Fuchs et al., 2007).

Die Atmungskette ist in der Cytoplasmamembran lokalisiert und dient der
Translokation von Protonen uUber die Membran (Abbildung 3). Es entsteht ein
elektrochemischer Gradient, welcher durch die ATP-Synthase genutzt werden kann
um ATP herzustellen (Fuchs et al., 2007). Verschiedene Reduktionsaquivalente wie
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD/NADH), Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADP/NADPH) oder auch Flavinadenindinukleotid (FAD/FADH) ubertragen
Elektronen auf diverse Komplexe. So ubertragt z.B. NADH zwei Elektronen auf die
NADH-Dehydrogenase in der Cytoplasmamembran. Die NADH-Dehydrogenase,
Komplex | der Atmungskette, gibt die Elektronen an den Ubiquinon-Pool ab, hierbei
werden vier Protonen uber die Membran transloziert. Komplex lll, die Ubichinol-
Cytochrom-c-Oxidoreduktase, transferiert die Elektronen auf Cytochrom c, welches
diese wiederum auf die Cytochrom-c-Oxidoreduktase abgibt. Durch beide
Enzymkomplexe werden jeweils zwei weitere Protonen durch die Membran
transportiert. Komplex IV reduziert den terminalen Elektronenakzeptor Sauerstoff mit
Elektronen und Protonen zu Wasser. Die translozierten Protonen werden von der ATP-

Synthase nach innen gepumpt um dabei ATP zu synthetisieren.
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Abbildung 3: Schema der Atmungskette mit Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor (Abbildung nach:
Fuchs et al., 2007) Die beteiligte Enzymkomplexe sind in Blau abgebildet. Der Elektronenfluss ist in griin
und die Protonen in schwarz dargestellt. Die aus den Abbaureaktionen im Zellinneren auf NAD
libertragenen Elektronen werden iiber die NADH-Dehydrogenase (Komplex I) in die Atmungskette
eingespeist. Die Quinone iibernehmen die Elektronen und transferieren diese auf die Ubichinol-Cytochrom-
c-Oxidoreduktase (Komplex lll). Zu diesem Zeitpunkt wurden bereits sechs Elektronen liber die Membran
geschleust. Der Transfer der Elektronen findet nun mittels Cytochrome auf die Cytochrom-c-Oxidase
(Komplex IV) statt. Komplex IV libertragt die Elektronen auf Sauerstoff und reduziert diesen zu Wasser. Die
ebenfalls in der Cytoplasmamembran lokalisierte ATP-Synthase bildet aus ADP mit Pi ATP, dabei pumpt
sie 3-4 Protonen zuriick in das Cytoplasma.

Als weitere terminale Elektronenakzeptoren konnen z. B. Nitrat, Schwefel,
Eisenformen und auch Fumarat dienen. Hierbei spricht man, da es unter Ausschluss

von Sauerstoff stattfindet, von anaerober Atmung.

1.3.2 Garung

Im Falle der Garung ist im Medium kein terminaler Elektronenakzeptor vorhanden.
Bakterien, wie Escherichia coli nutzen die gemischte Sauregarung zur
Energiegewinnung (Abbildung 4). Hierbei entstehen verschiedene Produkte wie
Laktat, Acetat oder auch Ethanol. Aufgrund der Redox-Balance ist das gemischte
Produktspektrum notwendig, da die Oxidationsstufe des Substrates der der gebildeten
Produkte entsprechen muss. Zusatzlich mussen Reduktionsaquivalente regeneriert
werden. Dabei werden die reduzierten Reduktionsaquivalente NADH Uber Reduktion

von z.B. Pyruvat zu NAD oxidiert.
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Abbildung 4: Gemischte Sauregédrung von E. coli. In blau sind die Produkte dargestellt (Laktat (C3), Ethanol
(C2), Acetat (C2), Formiat (C1) und Succinat (C4). In griin die beteiligten Reduktionsédquivalente und in rot
das ATP (Abbildung nach Férster and Gescher, 2014).

1.3.3 Thermodynamische Hierarchie

Unter thermodynamischer Hierarchie versteht man das Nutzen mehrerer
Energiequellen bzw. Elektronenakzeptoren durch Bakterien nach der Reihenfolge der
effizientesten Nutzung (Tran and Unden, 1998; Goh et al., 2005; Sturm et al., 2015).
Hierbei wird beispielsweise die Atmung mit Sauerstoff, der Atmung mit Nitrat sowie der
Garung vorgezogen, begrundet durch die Redoxpotentiale der Produkte und Edukte.
So wird im Falle des Bakteriums E. coli zunachst Sauerstoff als Elektronenakzeptor
bevorzugt, gefolgt von z.B. Nitrat oder Fumarat. Falls keine Elektronenakzeptoren

vorhanden sind stellt E. coli auf Garungsstoffwechsel um (Fuchs et al., 2007).

1.3.4 Elektro-Fermentation

In aktuellen Studien werden vermehrt Elektro-Fermentationen beschrieben (Abbildung
5).

Die Summe der Oxidationsstufen der Produkte entspricht in einer herkdbmmlichen
Fermentation dem Oxidationslevel der Edukte. In einer Elektro-Fermentation ist es
mdglich dies Uber das Nutzen eines nicht erschopfbaren Elektronenakzeptors, wie

einer Anode, zu entkoppeln.

Die Uberzahligen Elektronen werden auf eine Anode Ubertragen und ermoglichen
dadurch die Produktion eines weniger reduzierten Produktspektrums. Zudem ist es so
mdglich das gemischte Produktspektrum auf ein einziges Produkt zu reduzieren und

so eine hohere Reinheit zu erzielen.
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Abbildung 5: Schema der Elektro- Fermentation. Das Substrat wird unter ATP-Bildung zu héher oxidierten
Intermediaten wie z. B. Pyruvat umgesetzt. Bei der Elektro-Fermentation werden die Reduktionsédquivalente
liber die Anode regeneriert und erméglichen Produkte mit einer geringeren Oxidationsstufe im Vergleich
zum Substrat (Abbildung nach Beblawy et al., 2018a).

AulBerdem ist kein storendes Abfallprodukt des reduzierten Akzeptors im Medium

vorhanden.

1.4 Metabolic engineering

Die Produktion von Plattformchemikalien, die als Synthesegrundlage dienen, wird in
vielen aktuellen Arbeiten behandelt. Hierbei ist zum Beispiel Acetoin und das
Folgeprodukt Butandiol von Interesse. Zudem ist das Nutzen von erneuerbaren

Rohstoffen im Fokus.

1.4.1 Cellulose, Cellobiose und Glucose

Das Bundesministerium fur Forschung formulierte 2010 die Vision: ,Eine am
naturlichen Stoffkreislauf orientierte, nachhaltige bio-basierte Wirtschaft, deren
vielfaltiges Angebot die Welt ausreichend und gesund erndhrt sowie uns mit
hochwertigen Produkten aus  nachwachsenden Rohstoffen  versorgt.”
(Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF), 2010).

Durch die Endlichkeit fossiler Brennstoffe wie Erddl, wird nach alternativen Wegen zur

Energiegewinnung und nach neuen Ausgangsstoffen fur z.B. Treibstoffe gesucht. Ein
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Ansatz ist die Umstellung auf eine biobasierte Industrie (Bundesministerium flr
Bildung und Forschung (BMBF), 2010).

Im Jahr 2009 wurden in Deutschland auf rund zwei Mio. Hektar nachwachsende
Rohstoffe angebaut. Dies entspricht laut dem Bundesministerium flr Forschung etwa
17 Prozent der Ackerflachen Deutschlands. Ein Drittel der Flache werden weiterhin fur
den Holzanbau genutzt (Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF),
2010).

Ausgangstoff fur biobasierte Produkte ist Biomasse, als eine erneuerbare
kohlenstoffhaltige Rohstoffquelle (Cherubini et al., 2009). Als Biomasse kdnnen
verschiedene Pflanzen und Baume eingesetzt werden. Biomasse besteht aus
energiereichen Polysaccharid-Biopolymeren wie Starke, Chitin oder Cellulose die von

Pflanzen aus CO2 mittels Photosynthese hergestellt werden (Ahmad et al., 2013).

Da Cellulose das am haufigsten vorkommende organische Molekll auf der Erde ist
(Lynd et al., 2002; Jarvis, 2003), liegt ebenso Interesse vor Cellulose als Substrat fur
Bakterien zuganglich zu machen und dabei ein Produkt der Wahl zu erzeugen.
Allerdings bringt dies in der Anwendung in einem bioelektrochemischen System einige
Probleme mit sich. Es sind momentan wenige Organsimen bekannt die anaerob diese
Biopolymere spalten konnen. Dabei ist die schwierige Zersetzung und der knappe
ATP-Haushalt, die laut Lynd et al. (2002) Uber die Produktion der Enzyme fur den
Abbauweg hinaus gehen eine Herausforderung (Lynd et al., 2002). Hierbei werden
zusatzlich die spezifische Aktivitat der Cellulasen, die Anheftung des Bakteriums an
das Substrat, aber auch die Kopplung von Phosphorylierung und Hydrolyse der
glykosidischen Bindungen genannt. Die Autoren ziehen ebenfalls einen Energie-
effizienten Substrat-Transport in Erwagung (Lynd et al., 2002).

Bakterien, die Cellulose anaerob verwerten kdnnen, wie z.B. Clostridium cellolyticum
sind in der Regel nicht exoelektrogen (Ren et al., 2007; Ahmad et al., 2013). In Ren et
al. (2013) wurde mit einer Cokultivierung mit G. sulfurreducens und C. cellolyticum in
einer mikrobiellen Brennstoffzelle Strom produziert und Cellulose abgebaut. Keiner der
Organismen alleine zeigte eine Stromproduktion unter diesen Bedingungen (Ren et
al., 2007).

Die meisten Biopolymere sind, wie Cellulose in Wasser un- oder schwer I6slich und

damit als Substrat erschwert einsetzbar. Da Polysaccharide mehrere Sekundar- als
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auch Tertiarstrukturen ausbilden, wird die Zuganglichkeit als Substrat zusatzlich
erschwert (Ahmad et al., 2013). Dies erfordert eine Vorbehandlung der Stoffe um eine
Zuganglichkeit zu erreichen. Im Folgenden wird vor allem auf Cellulose und Cellobiose
eingegangen, da sie in den experimentellen Aufbauten als Substrate eingesetzt
wurden.

Cellulose ist ein aus Cellobiose-Untereinheiten aufgebautes Polymer (Abbildung 6).
Bei Cellobiose handelt es sich um zwei [-1,4-glycosidisch-verknupfte Glucose-
Monomere. Cellulose ist ein schwer verwertbarer Rohstoff der das Zusammenspiel
mehrerer Enzyme bendtigt. Hierbei kommen zunachst Endo- und Exocellulasen zum
Einsatz. Die Exocellulasen spalten von den Enden Cellobiose-Untereinheiten ab.
Endocellulasen unterstitzen die Exocellulasen indem sie die Cellulose in kleinere
Fragmente unterteilen und somit mehr Enden zur Verfligung stellen. Die Cellobiose-
Untereinheiten werden durch Cellobiasen, auch B-1,4-Glucosidasen, in Glucose-
Monomere gespalten. Glucose kann von vielen Bakterien, wie E. coli
Lactococcus lactis oder Bacillus subtilis als Substrat genutzt werden und durchlauft
dabei den fir die Bakterien jeweils spezifischen Abbauweg wie z.B. die Glykolyse oder
den Entner-Doudoroff-Weg.

OH OH

OH OH

]

Cellulose Cellobiose Glucose

Abbildung 6: Aufbau von Cellulose. Cellulose ist ein aus Cellobiose-Untereinheiten aufgebautes Polymer.
Bei Cellobiose handelt es sich um zwei $8-1,4-glycosidisch-verkniipfte Glucose-Monomere.

Obwohl S. oneidensis Glucose nicht als primares Substrat nutzt, kann durch eine
Adaptierung Glucose verstoffwechselt werden. Durch eine Deletion des Repressors
(NagR) des N-Acetylglucosamin-Abbauweges (NAG) aus dem Genom, wodurch das
N-Acetylglucosamin-Operon exprimiert wird, wird S. oneidensis dazu befahigt das
nicht primare Substrat Glucose zu verstoffwechseln. NAG ist ein energiereiches
Glucoseanalogon und kann von S. oneidensis nativ umgesetzt werden (Chubiz and
Marx, 2017). Durch den Verlust von NagR wird das Operon konstitutiv exprimiert,
wodurch Glucose aerob umgesetzt werden kann. Chubiz et al. (2017) wiesen nach,



Einleitung Seite 27

dass fur diesen Prozess der NAG-Transporter (NagP) und die NAG-Kinase (NagK)
bendtigt werden, da sie die Aufnahme und Phosphorylierung von Glucose
ermdglichen. Uber eine C'3-Analyse konnte der Abbau von Glucose (iber den Entner-

Doudoroff-Stoffwechselweg (ED) nachgewiesen werden (Chubiz and Marx, 2017).

FUr einen anaeroben Glucose-Umsatz wurden von Nakagawa et al (2015) die
Glucosekinase (Glk) und ein Glucose/Galactose-Proton-Symporter (GalP) zusatzlich
eingebracht (Nakagawa et al., 2015). Hierbei zeigte sich Wachstum unter Fumarat-
atmenden jedoch nicht unter garenden Bedingungen. Allerdings ist die Umsetzung
unter anoxischen Bedingungen langsamer als unter oxischen (Nakagawa et al., 2015).
Eine Alternative fur Glucoseumsatz in S. oneidensis-Kulturen ist eine Co-Kultivierung
mit einem Glucose-verstoffwechselndem Organismus wie Lactococcus lactis, welcher
homofermentativ Laktat bildet (Rosenbaum et al., 2011). L. /actis ist nicht nur in der
Lage Glucose zu verstoffwechseln, sondern besitzt ebenfalls eine Cellobiase und
einen Cellobiose-Transporter flr den Abbau von Cellobiose in Glucose (Castro et al.,
2009). Zudem zeigt L. lactis ahnliche Wachstumsvorlieben wie S. oneidensis, wodurch
sich dieses Bakterium fur die Co-Kultivierung mit S. oneidensis sehr gut eignet.

1.4.2 Glycerin

Glycerin fallt zu 10% als Nebenprodukt bei der Biodieselherstellung an (da Silva et al.,
2009). Es findet viele Anwendungen wie z.B. in der Kosmetik-, Farb- oder auch
Pharmaindustrie (Wang et al., 2001). Da Glycerin ein billiger Rohstoff ist, stellt sich die

Frage nach einer Anwendung als Substrat in der Biotechnologie.

Mikroorgansimen wie S. cerevisae, C. acetobutylicum, K. pneumoniae und E. coli
konnen Glycerin verstoffwechseln und daraus unterschiedliche Produkte wie
1,3-Propandiol, 2,3-Butandiol oder Ethanol bilden (da Silva et al., 2009) Doch auch
genetische Modifikation werden durchgefuhrt um weiteren Mikroorganismen Glycerin
als Substrat zu Verfligung stellen zu kdnnen. Experimentell wurde in Flynn et al. (2010)
eine nicht-stochiometrische Fermentation von Glycerin in Brennstoffzellen gezeigt, um
mit Hilfe von S. oneidensis MR-1 Ethanol zu produzieren (Flynn et al., 2010). Hierbei
wurde der Glycerinabbauweg aus E. coli Uber ein Plasmid in S. oneidensis
eingebracht. Das Plasmid enthielt die genetische Information fir den Glycerin-
Transporter GlpF, die Glycerinkinase (GlpK), Glycerin-3-Phopshat-Dehydrogenase
(GlpD) und zusatzlich einer Triose-lsomerase (TpiA). Zur Synthese von Ethanol
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wurden wiederum die Gene aus Zymomonas mirabilis fur die Pyruvatdecarboxylase

und die Alkoholdehydrogenase genutzt (Flynn et al., 2010).

1.4.3 Acetoin und Butandiol

Acetoin ist in Werpy et al. (2004) als eine der 30 vielversprechendsten
Plattformchemikalien aufgefihrt (Werpy T., 2004). Acetoin oder auch Hydroxybutanon
besitzt einen buttrigen Geruch und wird deshalb z.B. in der Nahrungsmittelindustrie als
Aromastoff genutzt. Es dient ebenfalls als Synthesegrundstoff fur Pyrazine, welche als
Geschmacksstoffe eingesetzt werden kénnen (Xiao and Lu, 2014). Acetoin ist die
Vorstufe von Butandiol und wird von vielen Enterobakterien, wie z.B. auch Klebsiella
pneumoniae gebildet. Aulierdem wird Acetoin beispielsweise auch von Bacillus subtilis
uber die Schlusselenzyme Acetolaktat-Synthase (AlsS) und Acetolaktat-
Decarboxylase (AlsD) aus dem Intermediat Pyruvat gebildet (Xiao and Xu, 2007). In
aeroben Experimenten zeigte ein B. subtilis-Stamm nach Ermoglichen von Xylose-
Abbau in einem Glucose-Xylose-Medium einen Ertrag von 0,7 mol/mol (zucker) (Chen
et al., 2013). Durch das Einbringen der Acetoingene aus B. subtilis in E.coli wurde in
mikrobiellen Brennstoffzellen-Experimenten eine Ausbeute von 94% aus Glucose
erzielt (Forster et al., 2017).

Weiterhin kann aus Acetoin uber die Butandiol-Dehydrogenase Butandiol hergestellt
werden. Hierbei wird unter Verwendung von NADH Acetoin zu 2,3-Butandiol reduziert,
welches als Ausgangsstoff fir Butadien dienen kann und auch als Ausgangsstoff fur

Kunststoffe und Losungsmittel (Celinska and Grajek, 2009).

B. subtilis besitzt ebenfalls die Butandiol-Dehydrogenase BdhA, welche unter NADH-
Verbrauch Acetoin zu Butandiol reduziert. Hierbei zeigten Biswas et al (2012), dass
mit Einflgen des alsSD-Promoters vor bdhA in einer Zwei-Schritt-Fermentation (8 h
Sauerstoffzugabe, dann keine weitere Zugabe von Sauerstoff) eine um das Vierfache
gesteigerte Butandiolproduktion im Vergleich zum Ausgangsstamm erzielt wurde
(Biswas et al., 2012). Unter mikroaerophilen Bedingungen konnte eine um das 6,7-
fach gesteigerte Menge an Butandiol im Vergleich zum Ursprungsstamm
nachgewiesen werden, welches einer Produktivitat von 0,4 g (Ih)"! entspricht (Biswas
et al., 2012). In einer weiteren Arbeit wurden die Gene budA und budC aus
K. pneumoniae in E. coli eingebracht und unter aeroben Bedingungen 0.31 g/g(Glucose)
und 0.21 g/g(roh-Glycerin) Butandiol produziert (Lee et al., 2012).
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Vorteile einer anaeroben Kultivierung sind die verminderten Ertragsverluste durch
Zellanabolismus. Hinzukommend muss kein Aufwand betrieben werden um die

Kulturen mit Sauerstoff zu begasen.
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2 Zielsetzung
Ziel der Arbeit war es, das Substrat- und Produktspektrum S. oneidensis zu erweitern
und Uber eine verbesserte Elektrodeninteraktion den Umsatz und die Produktivitat zu

erhéhen.

In dieser Arbeit sollte S. oneidensis zum einen den nachwachsenden Rohstoff
Cellulose und damit auch Cellobiose und Glucose verstoffwechseln, zum anderen den
Abfallstoff Glycerin. Hierbei sollte in S. oneidensis der Abbauweg uUber ein Plasmid
eingebracht und im weiteren genomisch integriert werden. Als weiteres sollten diese
Abbauwege unter Ausschluss von Sauerstoff funktional sein, um diese Stamme in

bioelektrochemischen Systemen anwenden zu kénnen.

Zusatzlich sollte die Elektrodeninteraktion Uber eine vermehrte Zellzahl von
S. oneidensis auf der Anode erhoht werden. Dies sollte zum einen uber die Deletion
von Prophagen geschehen, um die Zelllyse von S. oneidensis unter
Stressbedingungen zu dezimieren und zum anderen Uber die Cokultivierung mit
Geobacter sulfurreducens. G. sulfurreducens bildet ein leitfahiges Biofilm-Netzwerk
auf der Anode. S. oneidensis konnte mit G. sulfurreducens interagieren und

Elektronen auf z.B. die leitfahigen Pili von G. sulfurreducens Ubertragen.

Neben der biologischen Verbesserung der Elektrodeninteraktion, sollten ebenfalls die
Elektrodenmaterialien effizienter gestaltet werden. Hierzu sollten elektrogesponnene
Materialien mit verschiedenen Stdammen getestet werden, um eine Steigerung der
Stromproduktion zu erzielen. Mit Steigerung der Stromproduktion geht in der Regel
eine verbesserte Umsetzung des Substrates einher.

Neben der Erweiterung des Substratspektrums sollte S. oneidensis zusatzlich in der
Lage sein neben Acetat weitere Produkte herzustellen. In dieser Arbeit sollte der Fokus
auf die Produkte Acetoin und Butandiol gesetzt werden, welche vielversprechende

Plattformchemikalien sind.
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3 Material und Methoden

Soweit nicht anders vermerkt wurden alle Chemikalien von den Firmen AppliChem
(Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roche Diagnostics (Mannheim), Sigma

(Deisenhofen), oder Roth (NlUrnberg) bezogen.

3.1 Stamme

In dieser Arbeit wurden Stamme der Gattung E. coli bei 37°C kultiviert und Stamme

der Gattung Shewanella, Lactococcus und Geobacter bei 30°C.

Samtliche Stamme sind in Tabelle 1 gelistet. Soweit nicht anders vermerkt sind die
Gebrauchskonzentrationen fur Kanamycin 50 pug/ml (Km) und Ampicillin 100 pg/ml
(Amp) mit den jeweiligen Abklrzungen vermerkt. Einige Stdmme haben eine
Auxotrophie fur 2,6-Diaminopimelinsaure. Diese sind mit DAP gekennzeichnet. DAP

wurde in einer Konzentration von 0,3 mM zum Medium hinzugefugt.

Tabelle 1: Verwendete Stamme und ihre Eigenschaften.

Stamm Beschreibung Resistenz/ | Referenz/zur
Auxo- Verfligung
trophie gestellt von

Wildtypen

Shewanella Wildtyp Keine (Venkateswar

oneidensis MR-1 an et al .

(JG7) 1999)

E. coli DH5azZl acii, PN25-tetR, SpR, deoR, Keine (Lutz and

(JG 22) supE44, A(lacZYA-argFV169), Bujard, 1997)

Phi80 lacZAM15
E. coli WM3064 thrB1004, pro, thi, rpsL, hsdS, DAP W. Metcalf,
(JG 98) lacZ,AM15, RP4-1360, Univ. of.
A(araBAD)567, lllinois, Urbana
AdapA1341::[erm pir]

Geobacter Wildtyp Keine DSMZz

sulfurreducens

(JG 407)



Stamm

Lactococcus
lactis subsp.
lactis (DSM
20481 (JG 1057)
Prophagen

JG 918

JG 993

JG 994

JG 995

JG 996

Acetoin
JG 905

JG 992
JG 919
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Beschreibung Resistenz/
Auxo-
trophie

Wildtyp keine

S. oneidensis Deletion von Keine
SO_2939 und SO_3013

JG 98 pMQ150-Plasmid mit
500 Uberhang zu SO_0641
und 500 Uberhang zu
SO 0685, dazwischen eine
Spel-Schnittstelle

JG 98 pMQ150-Plasmid mit
500 Uberhang zu SO _2652
und 500 Uberhang zu
SO 2704, dazwischen eine
Spel-Schnittstelle

S. oneidensis

ASO_2939 bis SO_3013,
ASO_0641 bis SO_0685

S. oneidensis

ASO_2939 bis SO_3013,
ASO_0641 bis SO_0685,
ASO_2652 bis SO_2704

S. oneidensis MR-1 mit pPBAD-  Km
Plasmid mit Acetoingenen
(alsSD)

JG 918 mit pBAD-alsSD Km
S. oneidensis araC-araP-alsSD  Keine
in SO_2939 und SO_3013

Referenz/zur
Verfugung
gestellt von
DSMZ

(Bursac, 2015)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

(Bursac, 2015)

(Bursac, 2015)
(Bursac, 2015)



Material und Methoden

Seite 33

Stamm Beschreibung Resistenz/ | Referenz/zur
Auxo- Verfiigung
trophie gestellt von

Butandiol

JG 1037 JG 919 mit pBAD-budC Km Diese Arbeit

JG 998 JG 918 mit pBAD-budC-alsSD ' Km Diese Arbeit

Acetat

JG 711 E.coli WM 3064 mit pMQ150-  Km/DAP Diese Arbeit

500 Uberhang zu ackA und 500
Uberhang zu pta, dazwischen
eine Spel-Schnittstelle
JG 1045 E.coli WM 3064 mit pMQ150-  Km/DAP Diese Arbeit
500 Uberhang zu ackA und 500
Uberhang zu pta, dazwischen
araP-budC

JG 1038 JG 918 AackA/pta Km Diese Arbeit

JG 1039 JG 1038 mit pBAD-alsSD Km Diese Arbeit

JG 1040 JG 919 AackA/pta Keine Diese Arbeit

JG 1046 JG 919 AackA/pta::araP-budC @ Keine Diese Arbeit

JG 1049 JG 1040 mit pBAD-budC Km Diese Arbeit

JG 1113 JG 1038 mit pPBAD-budC-alsSD  Km Diese Arbeit

EE R D .
| E coli DH5a mit pUC-mgsA- Amp | Diese Arbeit |
gpSA-hchA
E. coli DH5a mit pBAD-mgsA-  Km Diese Arbeit
gpSA-hchA
S. oneidensis mit pPBAD-mgsA- Km Diese Arbeit
gpSA-hchA
E. coli DH5a mit pBAD-mgsA- Km Diese Arbeit
gpSA-hchA-glpF
S. oneidensis mit pPBAD-mgsA- Km Diese Arbeit
gpsA-hchA-glpF




Stamm

Cellulose
JG 1015

JG 1016

JG 1018
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Beschreibung

E. coli DH5a mit pBAD-mgsA-
gpSA-hchA-gipF-gipK

S. oneidensis mit pBAD-mgsA-
gpSA-hchA-glpF-glpK

JG 919 mit pBAD-mgsA-gpsA-
hchA-glpF-glpK

JG 1040 mit pBAD-mgsA-
gpSA-hchA-glpF-glpK

S. oneidensis MR-1 pBAD cs
[cs = celstrep Cellulase]

S. oneidensis pBAD_o(cs-
mirFissich) [cs =  celstrep
Cellulase; @ = Genfusion; N-
terminal an mitrFissich, Uber
starren Spacer verknupft]

S. oneidensis pBAD_o(cs-
mitrFisslichAAS22-182)

[cs = celstep Cellulase; ¢ =
Genfusion;  N-terminal an
mitrFissiich, Uber starren Spacer
verknUpft]

S. oneidensis MR-1 Glucose

adaptiert (Gluadapt)

E. coli DH5a mit pBAD-celA
S. oneidensis (Gluadapty mit
pBAD-celA

Resistenz/
Auxo-
trophie
Km

Km

Km

Km

Km

Km

Km

PBS-
Minimalmed
ium  (MM)
mit Glucose
Km
PBS-MM
mit

Glucose;
Km

Referenz/zur
Verfugung
gestellt von
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

(Dietrich,

2015)

(Dietrich,
2015)

(Dietrich,
2015)

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
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Die Anzucht der Stamme erfolgte in der Regel in einer aeroben Vorkultur in LB. Die

Kulturen wurden dann in das jeweilige Medium Uberfuhrt.

3.2 Plasmide

Samtliche Plasmide dieser Arbeit sind in Tabelle 2 gelistet. Die Plasmide dienten

entweder als Vektor zum Einbringen von Genen in die Zellen oder zum Einbringen von

Genen in das Genom von Bakterien.

Tabelle 2: Verwendete Plasmide dieser Arbeit, sie dienten als Riickgrat oder als Transformationsvektor fiir
Gene, ebenso dienten sie als Helferplasmide.

Plasmidbezeichnung

pBAD202

pBAD-alsSD

pMAL2e_budC

pBAD-budC-alsSD

pBAD-budC

pBAD-celA

Informationen

araC-araP
(Restriktionsverdau mit Ncol

und Pmel)

Expression der Gene fur die
Acetolaktat-Synthase (alsS)
Acetolaktat-
Decarboxylase (alsD) aus
B. subtilis

Arabinoseinduktion

und

unter

Diente als Ursprung fur das
die

Dehydrogenase (budC) aus

Gen fur Butandiol-

K. pneumoniae

Expression von alsSD und
budC

Arabinoseinduktion

unter

Expression von budC unter
Arabinoseinduktion

Expression des Gens fur die
B-1,4-Glycosidase

Resistenz | Verweis

KmR JG 574

KmR (Bursac, 2015)

AmpR (Peschke,
2014)
JG 834

KmR Sebastian
Beblawy

KmR Diese Arbeit

KmR Diese Arbeit



Plasmidbezeichnung

pBAD-¢(cs-
mtrFissiichAAS22-182)

pUC-mgsA-gpsA-
hchA

pBAD-mgsA-gpsA-
hchA

pBAD-mgsA-gpsA-
hchA-gIpF
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Informationen
(Cellobiase) aus L. lactis
DSM 20481 unter

Arabinoseinduktion

Expression des Gens fur
eine Cellulase (aus
Streptomyces spec.)

gekoppelt an ein ldsliches,
verkurztes MtrF ermdglicht
Transport aus der Zelle

unter Arabinoseinduktion

Expression der Gene fur
einen Glycerin-
Stoffwechselabbauweg
unter  Arabinoseinduktion.
Methylglyoxalsynthase
(mgsA), Glycerin-3-
Phosphat-Dehydrogenase
(gpsA), Glyoxalase [l
(hchA) aus E. coli

Expression der Gene fur
einen Glycerin-
Stoffwechselweg unter

Arabinoseinduktion.
Methylglyoxalsynthase,
Glycerin-3-Phosphat-
Dehydrogenase, Glyoxalase
Il aus E. coli

Expression der Gene fur
einen Glycerin-

Stoffwechselweg unter

Resistenz | Verweis

KmR

AmpR

KmR

KmR

(Dietrich,
2015)

GenScript

Diese Arbeit

Diese Arbeit



Plasmidbezeichnung

pBAD-mgsA-gpsA-
hchA-gipF-gipK

pMQ150

pMQ150-500up-
MuSo1-500down

pMQ150-500up-
MuSo02-500down
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Informationen
Arabinoseinduktion. Gene
fur Methylglyoxalsynthase,
Glycerin-3-Phosphat-
Dehydrogenase, Glyoxalase
[l und Glycerin-Transporter
(glpF) aus E. coli

Expression der Gene fur
einen Glycerin-
Stoffwechselweg unter
Arabinoseinduktion. Gene
fur Methylglyoxalsynthase,
Glycerin-3-Phosphat-
Dehydrogenase, Glyoxalase
I, Glycerin-Transporter
(glpF) aus E. coli,
Glycerinkinase (glpK) aus
S. oneidensis

lacP, lacZa, rpsL, sacB,

KmR,

500 Uberhang zu SO _641
und 500 Uberhang zu
SO_685, dazwischen Spel-
Schnittstelle fur die Deletion

des Phagen

500 Uberhang zu SO_2651
und 500 Uberhang zu
SO_2704, dazwischen Spel-
Schnittstelle fur die Deletion

des Phagen

Resistenz | Verweis

KmR

KmR

KmR

KmR

Diese Arbeit

(Shanks et al.,
2009)

Diese Arbeit

Diese Arbeit



Plasmidbezeichnung

pMQ150-500up-
Acetat-500down

pMQ150-500up-budC
in ackA/pta-500down

3.3 Primer

Material und Methoden

Informationen

Resistenz | Verweis

In dieser Arbeit verwendete Primer sind in Tabelle 3 gelistet.

Tabelle 3: Primer dieser Arbeit.

Nr. Listen- Be-

Deletion | 1 2115
MuSo1

2 2116

3 2117
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in

in

in

500 Uberhang zu ackA und A KmR Diese Arbeit
500 Uberhang zu pta,
dazwischen Spel-
Schnittstelle fur die Deletion
der Gene fur AckA und Pta
500 Uberhang zu ackA und = KmR Diese Arbeit
500 Uberhang zu pta,
dazwischen araP-budC fur
die Integration des Gens fur
die Butandiol-
Dehydrogenase in ackA/pta-
Lokus
Sequenz 5' > 3' Beschreib-
nummer | zeichnung ung
SO _641_OL | GTCACGACGTTGTA  MuSO1
_pMQ_for AAACGACGGCCAG | pMQ150
TGCCAAGCTTGCAT
GCCTGCAGGGCAA
TCTCTCGCGTTGGA
TG
SO _641_rev | TTCTCATATAGGCG H MuSO1
GCGTGC pMQ150
SO _685 OL | CGTGCATTCATAAT H MuSO1
_500 TAGCCGCACGCCG pMQ150
up_Spel for | CCTATATGAGAAAC
TAGTATAGACCTCT

TAATTTATTGACC



Deletion
MuSo2

Nr.

10

Listen-
nummer
2118

2187

2188

2109

2110

2111

2112

Be-
zeichnung
SO_685 OL
_pMQ_revers

e

SO_641_
genomisch_t
est _for
SO_685_
genomisch_t
est_rev
SO_2651_0O
L_pMQ_for

SO _2651 re
verse
SO_2704_50
Oup_
Spel_for

SO 2704 O
L_pMQ_reve

rse

Material und Methoden

Sequenz 5' > 3'

GGAAACAGCTATGA
CCATGATTACGAAT
TCGAGCTCGGTAC
CCGGGGATCCTCT
ATCTACAGGCCAAT
TA
GGCGATTTTATTAA
CCTCAAC

GTAAAATGTAAGTT
TCTCCATC

GTCACGACGTTGTA
AAACGACGGCCAG
TGCCAAGCTTGCAT
GCCTGCAGGTCGA
TAGTCTACAACTCA
GA
CTCAGCCCCGCTC
TACGCC
GGATCGAAGTGTT
GATGAGAACTAGG
CGTAGAGCGGGGC
TGAGACTAGTAATC
AGACTATTATTTTG
AGC
GGAAACAGCTATGA
CCATGATTACGAAT
TCGAGCTCGGTAC
CCGGGGATCGATC
CCATTTATCTGCCT
GA
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Beschreib-
ung

MuSO1 in
pMQ150

Test

genomische

auf

Integration
Test

genomische

auf

Integration
MuSO2 in
pMQ150

MuSO2 in
pMQ150
MuSO2 in
pMQ150

MuSO2 in
pMQ150



Acetat

Nr.

11

12

14

15

16

17

18

Listen-
nummer
2185

2186

2345

2346

2347

2348

2349

2350

Be-
zeichnung
SO_2651_
genomisch_t
est _for
SO_2704_
genomisch_t
est rev
500_ack _OL
_pMQ_for

500 _ack_rev

ack_OL_Spel
_ 500 for

500 pta OL_
pMQ150_rev

Primer_ack_t
est
genom_for
Primer_pta_t
est_

genom_rev

Material und Methoden

Sequenz 5' > 3'

GTTCGGACAGGAA
GAAAATCG

GAAGCTGCGCCTC
CAAAAG

CACGACGTTGTAAA
ACGACGGCCAGTG
CCAAGCTTGCATGC
CTGCAGGGCCCAG
GGATTGGCAATGTA
TG
GTTTAAACCTTTTG
CCATTGTG
CATGAATTCGAATC
ATTAACTTAAACAC
AATGGCAAAAGGTT
TAAACACTAGTATT
AAACTAACAACACG
CAAGC
CAGCTATGACCATG
ATTACGAATTCGAG
CTCGGTACCCGGG
GATCAACAAAAACA
GTAATGAAAGAAAA
AAT
GATGAGCGCCATAT
CAAGG

CACGGGTTGTGTG
TTGGC
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Beschreib-
ung
Test

genomische

auf

Integration
Test

genomische

auf

Integration
Deletion
pta/ack

Deletion
pta/ack
Deletion
pta/ack

Deletion

pta/ack

genomische
Integration
uberprifen
genomische
Integration

uberprifen



Butan-
diol

Glycerin

Nr.

19

20

21

22

23

24

Listen-
nummer
2113

2114

2342

2344

Be-
zeichnung
BudC _OL_p
BAD_ for

BudC_OL_p
BAD _ rev

araP_ackA f

or

BudC_OL_pt

a_rev

Gibson_MuS
02_Gly for

Gibson_MuS
02_Gly_rev

Material und Methoden

Sequenz 5' > 3'

GGGCTAGAAATAAT
TTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACA
TACCATGAAAAAGG
TCGCACTTGTTAC
GGCTGAAAATCTTC
TCTCATCCGCCAAA
ACAGCCAAGCTGG
AGACCGTTTTTAGT
TAAATACCATCCCG
C
CCATGAATTCGAAT
CATTAACTTAAACA
CAATGGCAAAAGGT
TTAAACACTGACGC
TTTTTATCGCAAC
CCTGTCAGTGCTTT
TAGGCTGGGCTTG
CGTGTTGTTAGTTT
AATACTAGTTAGTT
AAATACCATCCCGC
C
GGGCTAGAAATAAT
TTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACA
TACC-
GTAAACGGGATCG
AAGTGTTG
GGCTGAAAATCTTC
TCTCATCCGCCAAA
ACAGCCAAGCTGG
AGACCGTTT-
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Beschreib-
ung

budC in
pBAD solo

budC in
pBAD solo

budC in
ackA/pta-

Lokus

budC in
ackA/pta-

Lokus

Klonierung
in pBAD aus
pUC-
Original

Klonierung
in pBAD aus
pUC-
Original



Glycerin-
gqPCR

Nr.

25

26

27

28

29

30

Listen-

nummer

Be-

zeichnung

pBAD_mgsA
_for

glpF_intergati
on_pBAD _for

glpF_intergati
on_pBAD re

\"

glpF_glpK _fo
r

glpK_pBAD _r

ev

mgsA_qPCR

_for

Material und Methoden

Sequenz 5' > 3'

CTATTATTTTGAGC
AATATATCTTTG
GGGCTAGAAATAAT
[TTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACA
TACCATGGAATTAA
CTACTCGTACTT
GGTCGTGCTCGTA
AAGATGAACGTTCT
TCTCACTAATTCAA
CAGGAGAGCATTAT
GAGTCAAACATCAA
CCTTG
CTATTATTTTGAGC
AATATATCTTTGCT
CAAAATAATAGTCT
GATTACTAGTTACA
GCGAAGCTTTTTGT
TC
CAACTCCTTCAGAA
CAAAAAGCTTCGCT
GTAATTCAACAGGA
GAGCATTATGCAAA

AGAAATATGTGGTG

GAGCAATATATCTT

TGCTCAAAATAATA

GTCTGATTACTAGT

TAAGAACGGGTTCT
TGCTAC

GTCTTGGGTTGAAC
GTCACC
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Beschreib-

ung

Klonierung
in pBAD
fccA

Promoter

ohne

Klonierung
in pBAD

Klonierung
in pBAD

Klonierung
von gIpK in
pBAD-Gly
mit RBS

Klonierung
von gIpK in
pBAD-Gly
mit RBS

Uberprifung
der Gene fur

den



Nr.

31

32

33

34

35

Listen-

nummer

Be-

zeichnung

mgsA_gPCR

_rev

glpF_qPCR _f

or

glpF_gPCR_r

ev

glpK_gPCR f

or

glpK_gPCR _

rev

Material und Methoden

Sequenz 5' > 3'

CCAACTTGTTGATC

ACCACCC

TACCGCTATTCTGA

TGGGGC

AGACCAATCAGCAA

GGGAGC

TATTGTCAGCGTCT

CCCAGC

CAGCACTGAACTTT

GGCTCG
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Beschreib-
ung
Glycerin-
stoffwechsel
weg
Uberprifung
der Gene fur
den
Glycerin-
stoffwechsel
weg
Uberpriifung
der Gene fur
den
Glycerin-
stoffwechsel
weg
Uberpriifung
der Gene fur
den
Glycerin-
stoffwechsel
weg
Uberprifung
der Gene fur
den
Glycerin-
stoffwechsel
weg
Uberpriifung
der Gene fur
den
Glycerin-
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Nr. | Listen- Be- Sequenz 5' > 3' Beschreib-
nummer | zeichnung ung
stoffwechsel
weg
36 hchA gPCR_ | GGTCACGGTGCTTT  Uberprifung
for AATCGG der Gene fur
den
Glycerin-
stoffwechsel
weg
37 hchA_gPCR_ | CTAAGAAAGCAGCT | Uberpriifung
rev GGACCG der Gene fur
den
Glycerin-
stoffwechsel
weg
38 gpsA_gPCR_ | GGTGCTGGTATGT | Uberprifung
for CTGATGG der Gene fur
den
Glycerin-
stoffwechsel
weg
39 gpsA _gPCR_ | GGATCAGCACCTAA Uberpriifung
rev AGCAGC der Gene fur
den
Glycerin-
stoffwechsel
weg
40 rpoA_gPCR_ | GAAGCTATCCGTC  Uberprifung
for GTTCTGC der Gene fur
den
Glycerin-
stoffwechsel

weg



Cellu-
lose

Nr.

41

42

43

44

45

46

Listen-

nummer

Be-
zeichnung
rpoA _qPCR_

rev

cel_OL_pBA
D_ ptcB_for

cel_OL_pBA

D _celA rev

Primer OL p
BAD_celA fo

r

ptcC_Spel O
L_ pBAD rev

OL_ptcC _ara
P_celA

Material und Methoden

Sequenz 5' > 3'

GACAGGACGCAAC
AGAATCG

GGGCTAGAAATAAT
[TTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACA
TACCGAATAAGGAG
AAATAATTATGGC
GGCTGAAAATCTTC
TCTCATCCGCCAAA
ACAGCCAAGCTGG
AGACCGTTTTTAAA
GTTCTTCACCATTT
GTTG
GGGCTAGAAATAAT
[TTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACA
TACC
ATGACTTTAAAAAA
AGACTTCCTC
CTTCTCTCATCCGC
CAAAACAGCCAAG
CTGGAGACCGTTTA
CTAGTTTATTCAGC
AGCATTAATTTCAG
CTGAAACAGAAGCT
GAAACAGAAGCTG
AAATTAATGCTGCT
GAATAAACTGACGC
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Beschreib-
ung
Uberpriifung
der Gene fur
den
Glycerin-
stoffwechsel
weg
Cellobiose-
Operon aus
Lactococcus
in pBAD

Cellobiose-
Operon aus
Lactococcus
in pBAD

celA

Lactococcus

aus

lactis in
pBAD

Umklonieru
ng in zwei

Teilen

Umklonieru
ng in zwei

Teilen
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Nr. | Listen- Be- Sequenz 5' > 3' Beschreib-
nummer | zeichnung ung
TTTTTATCGCAACT
C
47 yecA test re | GAACTGGTTTCACG @ Sequenzier
v TTCATC ung
48 yecA test fo | CACATTAGTCTTCA @ Sequenzier
r CGAGTG ung
49 celA-test for | GATGAGCTCAAGAA | Sequenzier
TTCTTG ung
50 ptcC_test for  GATTCAAACTCCAT @ Sequenzier
TACAACAC ung
qPCR- 51 751 S.o. SYBR  TATTCAAGTGCTTC | gPCR-
Zellzahl GREEN for TATTAG Quantifizier
(Dolch et ung der
al., 2014) Zellen auf
der Anode
52 | 752 S.o. SYBR AAGAACTTCTACTC @ gPCR-
GREENrev | AACA Quantifizier
ung der
Zellen  auf
der Anode
Test- 53 1194 pBAD_test f A GATTAGCGGATCCT @ Plasmid-
Primer or ACCTGAC Sequenzier
ung
54 1195 pBAD test r CTCTCATCCGCCAA @ Plasmid-
ev AACAGC Sequenzier
ung
55 | 41 pMQ150_test CTGGCGAAAGGGG @ Plasmid-
_for GATGTG Sequenzier

ung
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Nr. | Listen- Be- Sequenz 5' > 3' Beschreib-
nummer | zeichnung ung
56 42 pMQ150 CATTAGGCACCCCA | Plasmid-
_ GGCTTTAC Sequenzier
test_rev ung

Die Primer wurden in einer Konzentration von 2 yM fur PCRs und 4 yM fur gPCRs mit
DNAse freiem Wasser angesetzt und anschliellend bei -20°C aufbewahrt. Fur die

Sequenzierung erfolgte die Durchfuhrung nach den Herstellerangaben.

3.4 Medien

Alle Medien wurden vor Verwendung autoklaviert. Waren einzelne Bestandteile wie
z.B. Saccharose, Glucose oder Arabinose nicht autoklavierbar, wurden diese steril
filtriert (2 um, Millipore; Darmstadt) und nachtraglich hinzugegeben. Medien flr
anaerobe Kultivierungen (Shewanella oneidensis) wurden durch zyklisches Begasen
mit N2 und Vakuum ziehen der Sauerstoff entzogen. Das Geobacter-Medium wurde
mit N2/CO2-Gas (80%/20%) vor dem Autoklavieren begast.

3.4.1 Lysogeny-Broth-Medium (LB)

Fur aerobe Vorkulturen wurde LB-Medium in unterschiedlichen Volumina verwendet.

Hierbei wurden sowohl Reagenzglaser als auch Erlenmeyerkolben genutzt.

Tabelle 4: Komponenten fiir das LB-Medium.

Komponente Menge in g/l
Trypton 10

NaCl 5
Hefeextrakt 5

Fir die Anzucht von Lactoccoccus lactis DSM 20481 (JG 1057) wurde dem LB-

Medium 20 mM Glucose nach dem Autoklavieren zugegeben.

3.4.2 Medien zur Anzucht von Shewanella oneidensis

Fur die Anzucht von S. oneidensis wurde zunachst Gber Nacht eine aerobe Vorkultur

in LB (Kapitel 3.4.1) angezogen und diese in das anaerobe M4-Medium oder PBS —
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Medium Uberimpft. Hierfir wurde zunachst ein 10-fach Konzentrat (Tabelle 5)

hergestellt.
3.4.2.1 M4-Medium

Das M4-Medium wurde zu Beginn der Arbeit verwendet, da es in der Arbeitsgruppe

schon etabliert war.

Tabelle 5: 10-fach Salze fiir M4-Medium fiir die Aufzucht von S. oneidensis.

Komponenten Menge/I
K2HPO4 2219
KH2PO4 0,99¢
HEPES 14,065 g
NaHCO3 1,68 ¢
NH4SO4 11,89 g
NaCl 87,79

FUr die Anzucht von S. oneidensis unter anaeroben Bedingungen wurde das M4-
Medium mit Laktat als Elektronendonor und Fumarat als Elektronenakzeptor. Fumarat
wurde hierbei zunachst in 500 ml ddH20 unter Zugabe von 6 g NaOH gelost. Bei
Erreichen eines pH-Wertes von 6,5 wurden die restlichen Komponenten hinzugeben

und der endgultige pH auf 7,4 eingestellt.

Tabelle 6: M4-Medium mit Fumarat und Laktat als Elektronenakzeptor und -donor.

Komponenten Menge/I
10-fach M4-Salze 100 ml
Spurenelemente (100x) 10 mi

MgSO04 (1 M) 1 ml

CaCl2 (0,1 M) 1 ml
Na-D,L-Laktat (50%) 11,4 g (60 mM)
Fumarsaure 11,6 g (100 mM)

Caseinhydrolysat

19

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt und das Medium in Aliquots anaerobisiert.

Auf Basis des M4-Mediums wurden ebenfalls Cokultivierungen mit dem

homofermentativen  Lactococcus

durchgefuihrt.  Hierbei wurde die
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Carboxymethylcellulose (CMC) zunachst unter Erwarmen gelést und dann alle

weiteren Komponenten zugegeben.

Tabelle 7: Medium fiir die Co-Kultivierung mit Lactococcus lactis

Cokultur-Medium Menge/l
10-fach M4-Salze 100 ml
Spurenelemente (100x) 10 ml

MgSO04 (1 M) 1 ml

CaCl2 (0,1 M) 1 ml
Fumarsaure 11,6 g (100 mM)
Yeast extract 19

Trypton 0,59

Laktat (50%) 1,12 g (5 mM)
CMC (0,5%) 5¢g

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt und das Medium in Aliquots anaerobisiert.
3.4.2.2 PBS-Medium

In weiteren Versuchen wurde das PBS-Medium eingefihrt um eine Vergleichbarkeit

mit den Kooperationspartnern im Projekt zu erreichen.

Hierzu wurden ebenfalls zunachst 10x-Salze angesetzt.

Tabelle 8: 10x Salze fiir das PBS-Medium.

Komponente Menge/l
NaCl 80g
KCI 29
Na2HPO4 14,4 g
KH2PO4 2449

Im Weiteren wurden je nach Anwendung unterschiedliche Medien daraus hergestellt.
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Tabelle 9: Shewanella-Spurenelemente (100x).

Komponente Menge/l
Na:EDTA 25¢g
MnSO4* H20 22 mg
NaCl 58,4 mg
Fe(ll)Cl2*4 H20 107,4 mg
CoCl: 64,9 mg
ZnS04 * 7 H20 28,8 mg
CuSO4* 5 H20 5,0 mg
H3BOs3 350 mg
NazMoOs * 2 H20 94,4 mg
NiCl2 * 6 H20 118,9 mg
Na2SeO4 * 6 H20 39,5 mg

Die Spurenelemente wurden autoklaviert und bei 4°C aufbewahrt.

Tabelle 10: PBS-Medium ohne Elektronendonor und -akzeptor fiir die Anwendung als aerobes
Wachstumsmedium oder Waschpuffer fiir Zellen.

Komponente Menge/l
PBS-Salzlosung (10x) 100 ml
(NH4)2S04 1,18 g
MgSO4 * 7 H20 1 M stock 1 ml
CaCl21000x 0,1 M stock 1 ml
Shewanella-Spurenelemente 100x 10 mi
Caseinhydrolysat 19

Der pH wurde auf 7,4 eingestellt und anschlieRend autoklaviert.

Tabelle 11: PBS-Medium mit 0,01%Casaminosauren ohne Elektronendonor und -akzeptor fiir die
Anwendung als aerobes Wachstumsmedium.

Komponente Menge/l
PBS-Salzlésung (10x) 100 ml
(NH4)2804 1,189
MgSO4 * 7 H20 1 M stock 1 ml
CaCl21000x 0,1 M stock 1 ml
Shewanella-Spurenelemente 100x 10 mi

Caseinhydrolysat 0,1g
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Tabelle 12: Medium fiir anaerobe Wachstumskurven. Als Elektronendonor wurden Laktat (10 mM), Glycerin
(10 oder 20 mM), Cellobiose (10 mM) oder Glucose (20 mM) genutzt. Als Elektronenakzeptor Fumarat (20
oder 40 mM) oder DMSO (20 oder 40 mM).

Komponente

PBS-Salzlosung (10x) 100 ml
(NH4)2S04 1,189
MgSO4 * 7 H20 1 M stock 1 ml
CaCl21000x 0,1 M stock 1 ml
Shewanella-Spurenelemente 100x 10 mi
Caseinhydrolysat 0,19

Elektronendonor

Elektronenakzeptor

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt und das Medium anschliel3end anaerobisiert.

3.4.3 Medium fiir die Anzucht von Geobacter sulfurreducens

FUr die Anzucht des anaeroben Bakteriums Geobacter sulfurreducens wurde das

folgende Medium verwendet, welches in der Arbeitsgruppe bereits etabliert ist.

Tabelle 13: 10x Salze fiir das Geobacter-Medium.

Komponente Mengel/l
KH2PO4 4,249
K2HPO4 229
NH4CI 2049
KCI 3,89
NaCl 369

Die 10x-Salze werden fur das Anzuchtmedium und das Anodenmedium bendtigt.

Aulerdem wurden die allgemeinen Spurenelemente verwendet (Tabelle 14).
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Tabelle 14 Zusammensetzung der NB-Spurenelemente.

Komponente Menge/l
Nitrilotriessigsaure (mit KOH auf 6,5) 2,14 g
MnCl2* 4 H20 0,149
FeSO4* 7 H20 0,39
CoCl2* 6 H20 0,17 g
ZnS04* 7 H20 0,29
CuCl2* 2 H20 0,39
AIK(SO4)2* 12 H20 0,005 g
HsBOs 0,005
NazMoO:* 2 H20 0,11g
NiSO4+* 6 H20 0,11g
Na2WO.* 2 H20 0,29

Der pH wurde auf 7,0 eingestellt.

Tabelle 15: Geobacter-Anzuchtmedium mit Acetat als Elektronendonor und Fumarat als
Elektronenakzeptor.

Komponente Menge/l
Geobacter-Salzlosung (10x) 100 ml
NaHCO3 1,8 ¢
Na2COs 059
MgCI2 * 6 H20 (1M Lésung) 1 ml
Fumarat 4,64 g
NaAcetat 1,24 g
NB-Spurenelemente (100x) 10 ml
Selenit-Wolframat 1 mi

Der pH-Wert wurde auf 7,2 eingestellt und das Medium anaerobisiert. Nach dem

Autoklavieren wurde das Medium wie folgt komplementiert.
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Tabelle 16: Komplementation der autoklavierten Medien.

Komponente Menge/l
Vitaminlosung (100x) 10 ml
10% Hefeextrakt (D26w/v) 10 ml
0,5 M Cystein 2 ml
200 mM Na-Ascorbat 1 ml

0,4 M CaCl2+2H20 1 ml
Casitone 10 ml

Das komplementierte Medium wurde entweder umgehend verwendet oder im

Kuhlschrank bis zum Gebrauch aufbewahrt.
3.4.3.1 Komplementationslosungen

Die Komplementationsldsungen wurden separat hergestellt, sterilisiert und

anaerobisiert.

3.4.3.1.1 Vitaminlésung flur Geobacter-Medium

Tabelle 17: Vitaminlésung fiir Geobacter-Medien (auch unter DSMZ Medium 141)

Komponente Menge/l
Biotin 2,0 mg
Folsaure 2,0 mg
Pyridoxin-HCI 10,0 mg
Thiamin-HCI 5,0 mg
Riboflavin 5,0 mg
DL-CaPantothenat 5,0 mg
Nicotinsaure 5,0 mg
Vitamin B12 0,1 mg
p-Aminobenzoesaure 5,0 mg
Liponsaure 5,0 mg

Der angesetzte Liter wird anschlie3end in eine anaerobe Flasche steril filtriert und mit
N2 anaerobisiert. Die Vitaminldsung wird im Dunkeln und bei 4°C aufbewahrt.
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3.4.3.1.2 200 mM Na-Ascorbat

Fir 50 ml einer 200mM Na-Ascorbat-Lésung werden 1,98 g in ddH20 |6sen, der pH
wird mit NaOH auf 7 eingestellt. Anschliefend wird die Losung anaerobisiert und

autoklaviert.
3.4.3.1.3 0,5 M Cystein
Fur ein Volumen von 50 ml 0,5 M Cystein werden 3,03 g unter Zugabe von 3 M NaOH

geldst und ein pH von 5 eingestellt. Die Cystein-Losung wird anschlie3end steril filtriert,

anaerobisiert und bei 4°C aufbewahrt.

3.4.3.1.4 10% Hefeextrakt

Fir eine 10%ige Hefeextrakt-Losung werden 10g Hefeextrakt in 100 ml ddH20 gel6st,

anaerobisiert und autoklaviert.

3.4.3.1.5 Selenit-Wolframat

Tabelle 18:Selenit-Wolframat-Komplementationslésung.

Komponente Menge/l
NaOH 059
Na2SeOs 3 mg
Na:WOs4 * 2 H20 4 mg

3.4.3.1.6 20% Casitone

20 g Casaminosauren wurden in 100 ml ddH20 geldst, anaerobisiert und steril filtriert.

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

3.4.3.1.7 0,4 M Calciumchlorid-Lésung
2,94 g CaCl2+2H20 wurden in 50 ml ddH20 geldst, anaerobisiert und autoklaviert.

Nach dem Autoklavieren wurden die Geobacter-Medien komplementiert und
anschliellend beimpft. Das komplementierte Medium wurde bis zur Verwendung bei
4°C aufbewahrt.

3.4.4 Medien fiir bioelektrochemische Zellen

Je nach Ansatz wurden folgende Medien fur die bioelektrochemischen Zellen
verwendet. Die Anodenmedien wurden anaerobisiert und anschliefiend autoklaviert.
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Das Kathodenmedium bzw. der Waschpuffer wurde in 250 ml Aliquots autoklaviert. Als

Induktor diente Arabinose welcher vor dem Inokulieren zum Anodenmedium gegeben

wurde. Auch Antibiotika wurden vor dem Inokulieren dem Anodenmedium zugesetzt.

3.4.4.1 M4-Medien

Tabelle 19: Anodenmedium fiir die bioelektrochemischen Zellen mit S. oneidensis.

Komponente
10-fach Salze fiir M4-Medium
MgS04 (1 M)
CaCl2 (0,1 M)
Laktat (50%)

Casaminosauren

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

Mengel/l
100 ml
1 ml

1 mi
11,29
19

Tabelle 20: Kathodenmedium fiir die bioelektrochemischen Zellen mit S. oneidensis.

Komponente

10-fach Salze fur M4-Medium
MgSOa (1 M)

CaCl2 (0,1 M)
Shewanella-Spurenelemente (100x)

Casaminosauren
Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

3.4.4.2 PBS-Medien

Mengel/l
100 ml
1 ml

1 mi

10 ml

1g

Tabelle 21: Anodenmedium fiir BEC-Experimente mit Laktat als Elektronendonor.

Komponente

PBS-Salzlosung (10x)

(NH4)2S04

MgSO4 * 7 H20 1 M stock
CaCl21000x 0,1 M stock
Shewanella-Spurenelemente (100x)
Caseinhydrolysat

Laktat (60%)

Mengel/l
100 ml
1,18 g

1 ml

1 mi

10 ml
19
1,879
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Der pH wurde auf 7,4 eingestellt.

Tabelle 22: Waschpuffer fiir BEC-Experimente.

Komponente Menge/l
PBS-Salzlosung (10x) 100 ml
(NH4)2804 1,189
MgSO4 * 7 H20 1 M stock 1 ml
CaCl21000x 0,1 M stock 1 ml

Shewanella-Spurenelemente (100x) 10 ml

Caseinhydrolysat 19
Der pH wurde auf 7,4 eingestellt und in 250 ml Aliquots unterteilt.

3.4.4.3 Cokulturmedien

Tabelle 23: Cokulturmedium fiir Brennstoffzellen-Experimente mit Geobacter (Acetat 5 mM) und Shewanella
(Laktat 10 mM).

Komponente Mengel/l
Geobacter-Salzlésung (10x) 100 ml
NaHCO3 1,89
Na2COs3 0,59
MgCl2 * 6 H20 1M Losung) 1 ml
NaAcetat 0,413 g
Laktat (60%) 1,879
Spurenelemente griin 10 ml
Selenit-Wolframat 1 ml

Der pH-Wert wurde auf 7,2 eingestellt.

Tabelle 24: Komplementation des Cokultur-Anodenmediums.

Komponente Menge/l
Vitaminlosung 10 ml
10% Hefeextrakt (D26w/v) (Endkonz. 0,1%) 10 ml
0,5 M Cystein (Endkonz. 1 mM) 2ml
200 mM Na-Ascorbat (Endkonz. 0,2 mM) 1 ml

0,4 M CaClz2+2 H20 (0,4 mM) 1 ml

Casitone (Endkonz. 2%) 10 ml
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3.5 Molekularbiologische Methoden

Fur die Integration verschiedener Gene in Escherichia coli und Shewanella oneidensis

wurden folgende Methoden angewandt.
3.5.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction (PCR)) dient der
Amplifikation von bestimmten DNA-Abschnitten. Hierbei erganzen hitzestabile
Polymerasen aus thermophilen Organismen wie Thermus aquatus (Tag-Polymerase)
oder Pyrococcus furiosus (Pfu-Polymerase) die DNA-Strange komplementar und
vervielfaltigen die gewunschten DNA-Abschnitte. Diese Amplifikate kdbnnen dann zum
einen fur weitere Klonierungen eingesetzt werden. Eine PCR kann aber auch zum
Uberpriifen von erfolgreichen Klonierungen dienen. Hierbei werden fiir jede gefragte
Sequenz ein spezifisches Primerpaar benutzt. Ein Primerpaar besteht immer aus
einem forward- und einem reverse-Primer. Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer

sind in Tabelle 3 gelistet.

Als Thermocycler fur diverse Reaktionen diente der S1000 der Firma BioRad
(Minchen). Es wurde zum einen die Tag-Polymerase im Mango-Mix (Bioline,
Lickenwalde) fur die PCR genutzt und zum anderen eine veranderte Pfu-Polymerase,
die HiFi-Polymerase (PCR Biosystems Ltd, London). In Tabelle 25 ist das
Reaktionsgemisch fur einen Ansatz mit dem Mango-Mix aufgefuhrt. Die Mango-PCR-
Reaktion wurde so gewahlt, dass das Amplikon kleiner als 4 kb war. Eine sogenannte
Kolonie-PCR wurde durchgefuhrt um eine Klonierung oder Transformation zu

Uberprifen.

Tabelle 25: Reaktionsgemisch fiir einen PCR-Ansatz.

Komponente Menge
Mango-Mix (2x) 7,5 ul

Primer forward (2 pM) 3,25 pl
Primer reverse (2 uM) 3,25 pl

Template DNA (0,1 - 0,5 pg/ml) oder | 1 pl

Material einer Kolonie

In Tabelle 26 ist das PCR-Programm fur eine Mango-PCR eingetragen.
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Tabelle 26: PCR-Programm fiir eine Mango-PCR, Schritt 2-4 wurden 28-35x wiederholt.

Schritt Temperatur Zeit in Minuten
1 Denaturierung 95°C 0,5
2 Denaturierung 95°C 0,5
3 Anlagerung der Primer Spezifische Primer- | 0,5
Temperatur (50-65°C)
4 Elongation 72°C 0,5je 1 kb
5 Finale Elongation 72°C 10
6 12°C o0

Im Falle einer Kolonie-PCR wurde die Initialtemperatur auf 5 Minuten erhdht um einen

Zellaufschluss zu erreichen.

Die Mango-Polymerase besitzt keine Korrekturlesefunktion, darum wurde flr
Sequenzierungen und Amplifikate fur weitere Klonierungen die Hifi-Polymerase
gewahlt. Auch fir Kolonie-PCR mit einem Produkt groRer als 4 kb wurde die Hifi-

Polymerase verwendet.

Tabelle 27: Reaktionsgemisch fiir eine Hifi-PCR mit 50 yl Volumen.

Komponente Menge

Hifi-Puffer 10 pl

Primer forward (2 uM) 10 pl

Primer reverse (2 uM) 10 pl

DMSO (bei Bedarf) 1,5 pl

Template oder Kolonie 1 ul

Hifi-Polymerase 0,5 ul

Nukleasefreies Wasser X pl bis 50 pl Gesamtvolumen

Im Falle einer Hifi-Reaktion wurde folgendes Programm gewahlt.
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Tabelle 28: PCR-Programm fiir eine Hifi-PCR, Schritt 2-4 wurden 28-35x wiederholt.

Schritt Temperatur Zeit in Minuten
1 Denaturierung 95°C 2

2 Denaturierung 95°C 0,25

3 Anlagerung der Primer | Spezifische Primer- | 0,25

Temperatur (zwischen 55

und 65°C)
4 Elongation 72°C 0,5je 1 kb
5 Finale Elongation 72°C 10
6 12°C oo

Jedes PCR-Produkt wurde auf ein Agarose-Gel aufgetragen um die Produktgrofe zu

uberprifen.
3.5.2 Isolation und Reinigung von DNA

Zur Aufreinigung von Plasmiden fur weitere Klonierungsschritte wie Restriktionsverdau

oder Transformationen wurde das folgende Protokoll durchgefihrt.
3.5.2.1 Plasmid-Isolation

Es wurden 5 bis 25 ml LB mit dem plasmidtragenden Bakterium angeimpft, das
erforderliche Antibiotikum zugegeben und Uber Nacht bei der optimalen Temperatur
inkubiert. Am Folgetag wurde die gewachsene Kultur pelletiert (Eppendorf-Zentrifuge,
Hamburg). Es wurden je nach Volumen Reagiergefale zweimal mit 2 ml
Ubernachtkultur abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Anschliefend erfolgte die Plasmid-Isolation nach Protokoll des Wizard Plus SV
Miniprep DNA Purification System- Kit der Firma Promega (Mannheim). Von jeder
Saule wurde das Plasmid mit 50 ul nukleasefreiem Wasser eluiert. Die Konzentration
wurde durch den NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt
und anschlieliend wurde das Plasmid bei -20°C aufbewahrt. Fur weitere Klonierungen

wurden die Plasmide mittels Restriktionsenzymen geschnitten.
3.5.2.1.1 Restriktionsverdau

Je nach Plasmid wurden die entsprechenden Restriktionsenzyme eingesetzt. Die

Enzyme wurden nach Hersteller-Angaben (NEB, Ipswich, MA, USA) inkubiert.
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Tabelle 29: Ansatz eines Restriktionsverdaus in einem Volumen von 50 pl.

Komponente Menge
Plasmid 2 ug

Je Enzym (NEB) 1l
CutSmart Puffer (NEB) (10x) 5ul
Wasser Auf 50 pl

Die Inkubation erfolgte in der Regel bei 37°C und je nach Enzym fur 15-120 Minuten.
Der Verdau wurde durch eine elektrophoretische Auftrennung via Agarose-Gel
gestoppt. Hierbei wurde immer das unverdaute Plasmid als Kontrolle mit aufgetragen.

Das geschnittene Plasmid wurde dann aus dem Gel aufgereinigt.
3.5.2.1.2 Dephosphorylierung

Die Dephosphorylierung erfolgte mit CIP (NEB, Ipswich, MA, USA), Calf Intestinal
Phosphatase. Die Dephosphorylierung war notwendig bei einem Restriktionsverdau
mit nur einem Enzym um eine spatere Religation des Plasmids zu vermeiden. CIP
konnte in den Restriktionsverdau als zweites Enzym gegeben werden und

dephosphorylierte wahrend des Verdaus.

3.5.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA mit Agarose-Gelen

Fur die Kontrolle von DNA wurde eine elektrophoretische Auftrennung durch Agarose-
Gele gewahlt. Hierbei trennen sich DNA-Fragmente der GroRe nach auf. Diese
Fragmente konnen dann fir weitere Analysen oder Klonierungen aus dem Gel

aufgereinigt werden.

In der Regel wurden 1%ige Agarose-Gele (w/v) fur die Auftrennung verwendet. Hierzu
wurde Agarose in 1x TAE-Puffer (Tabelle 30) aufgekocht und geldst. Nach kurzem
Abkuhlen wurde je 10 Milliliter Agarose-Losung 1 pl Midori Green (1:5 verdinnt)
(Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) hinzugegeben. Da Midori Green in
DNA interkaliert kann es mittels UV-Licht detektiert werden. Das Gel wurde in eine
Gelkammer gegossen und mit einem Kamm versehen. Der Kamm wurde nach dem
Ausharten entfernt. Das Gel wurde in eine Laufkammer gelegt und mit 1x TAE (Tabelle

30) ubergossen. Nun konnten die Vertiefungen mit den Proben beladen werden.
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Tabelle 30: 1x TAE-Puffer fiir Agarose-Gele und als Laufmittel in der Kammer.

Komponente Menge
Tris 4,859
EDTA 0,37 g

Der pH wurde mit Acetat auf 8 eingestelit.

Jedes Gel wurde zusatzlich mit einem 1 kb-Marker der Firma Thermo Fisher Scientific
Inc. (Waltham, MA, USA) beladen. Dieser diente der Identifizierung der DNA-Lange
nach einer PCR oder einem Restriktionsverdau.

3.5.4 Aufreinigung von PCR-Produkten bzw. DNA aus einem Agarose-Gel

Die Aufreinigung von samtlicher DNA Uber ein Agarose-Gel erfolgte uber das Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System-Kit der Firma Promega (Mannheim).

Das gewunschte DNA-Fragment wurde aus dem Gel ausgeschnitten und in ein
DNasefreies 1,5 ml Eppendorfgefaly Uberfuhrt. Das weitere Prozedere wurde nach
Herstellerangaben durchgeflihrt. Die DNA wurde mit 50 pl nukleasefreiem ddH20 und
einem Inkubationsschritt von einer Minute bei 60°C von der Saule eluiert. Nach
Bestimmung der DNA-Konzentration via NanoDrop wurde die DNA bei -20°C

aufbewahrt.
3.5.5 Klonierung mittels isothermaler Ligation

Um ein Zielgen in einen geeigneten Vektor zu klonieren wurde dieses via PCR
amplifiziert. Als Klonierungsmethode diente die isothermale Ligation nach Gibson
(Gibson et al., 2009).

Hierzu wurden die Gene mit einem 50 Basenpaariberhang zum linearisierten
Zielvektor amplifiziert. Die Gene wurden aus einem Agarose-Gel mit dem Promega
Wizard PCR and Gel purification Kit (Mannheim) aufgereinigt. Die Konzentrationen der
DNA-Fragmente wurde anschlieRend mittels NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) gemessen.

Die isothermale Ligation nach Gibson et al ., 2009 verbindet Reaktionen von drei
Enzymen in einem Ansatz. Zunachst schneidet eine T5-Exonuklease an den 5-Enden
und erzeugt dadurch sogenannte sticky ends (engl.). Die entstandenen

einzelstrangigen Bereiche am 3-Ende konnen nun zu ihren jeweilig homologen
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Bereichen komplementar binden. Eine korrekturlese Polymerase, wie Hifi oder iProof
fullt diese Stellen wieder zu Doppelstrangen auf. Eine Tag-DNA-Ligase verknupft die
einzelnen DNA-Fragmente letztlich miteinander. Die zu verknupfenden DNA-Molekule
wurden in aquimolaren Mengen eingesetzt. Die 1,5 stiindige Reaktion fand bei 50°C
im PCR-Cycler (C1000 oder S1000 Thermo Cycler, BioRad, Minchen) statt.

Tabelle 31: Zusammensetzung fiir 250 pl des isothermalen 5x Reaktionspuffers.

Komponente Menge
Tris/HCI, pH 7,5 (1 M) 125 pl
MgCl2 x 6 H20 (1 M) 12,5
dNTPs (10 mM) 25 pl
DTT (1 M) 12,5 ul
NAD* (100 mM) 12,5
Polyethylenglycol 8 kDa Feststoff 62,5 mg
H20 62,5 pl

Die Reaktionsansatze (Tabelle 32) wurden in 15 pl Aliquots aufgeteilt und bis zur

Anwendung bei -20°C gelagert

Tabelle 32: Isothermaler Ligationsansatz fiir 24 Aliquots zu je 15 pl.

Komponente Spezifische Menge
Enzymaktivitat

Reaktionspuffer (5x) 80 ul

Hifi-Polymerase 2 U/l 5yl

Taq-DNA-Ligase 40 U/ul 40 ul

T5-Exonuclease 0,1 U/l 16 pl

H20 239 yl

Fir einen Ansatz wurde der Reaktionsansatz auf Eis gestellt und die DNA-Fragmente
(Tabelle 33) hinzugegeben.

Tabelle 33: Reaktionsansatz einer isothermalen Ligation. Das Gesamtvolumen umfasst 20 pl. Es sollten
maximal 100 ng Gesamt-DNA eingesetzt werden.

Komponente Menge
Ligationsansatz 15 ul
Linearisierter Vektor 1-4 pl

Insert 1-4 pl
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Die Reaktion findet bei 50°C fur 1,5 Stunden im Thermocycler statt.

Anschliel3end an die Ligation wurde der Ansatz fur die Elektroporation dialysiert. Daftr
wurden 10 bis 20 pl des Ansatzes auf eine Millipore-Membran (Darmstadt) mit einer
PorengrofRe von 0,25 pm aufgetragen. Diese wurde zuvor auf DNase-freiem Wasser
in einer sterilen Petrischale gelegt. Dieser Ansatz wurde fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert und danach vorsichtig in die Elektroporationskivetten zu

den vorbereiteten Zellen gegeben.

3.5.6 Herstellen von Deletionsvektoren
Fur die Deletion der Phagen MuSo1 und 2 wurde wie in Tabelle 34 angegeben, die
Fragmente erstellt und via Gibson in einen mit BamHI und Sall geschnittenen pMQ150-

Vektor kloniert.

Tabelle 34: Primer und FragmentgroRe der up- und down-Fragmente fiir die Deletion der weiteren Phagen.

Fragment Primer GroRe (kb)

MuSo1 up Nr. 1/2 (Listennummer: 0,5
2115/2116)

MuSo1 down Nr. 3/4 0,5

Fusionsprodukt mit | Nr. 1/4 1

Spel-Schnittstelle

MuSo2 up Nr. 7/8 (Listennummer: 0,5
2109/2110)

MuSo 2 down Nr. 9/10 (Listennummer: 0,5
2111/2112)

Fusionsprodukt mit | Nr.7/10 1

Spel-Schnittstelle

In der Mitte ist eine Spel-Schnittstelle flr spatere Integrationen. Die Deletion wurde
mittels Kolonie-PCR uberpruft. Fir MuSo1 mit den Primern Nr. 5 und 6 (Listennummer:
2187/2188). Fur MuSo2 mit den genomisch bindenden Primern Nr. 11 und 12
(Listennummer: 2185/2186).

3.5.7 Herstellen von Vektoren fir die Integration der Produktionsgene

Das pBAD-budC-Plasmid wurde kloniert, indem zunachst der pBAD-Vektor mit Ncol
und Pmel enzymatisch geschnitten wurde. Das Gen budC wurde aus dem Vektor
pMAL-budC (JG 834) mittels der Primer Nr. 19 und 20 amplifiziert. Hierbei wurden
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Uberhéange zum leeren pBAD-Plasmid hergestellt fiir eine Gibson-Ligation. Nach
Transformation in E. coli DH5a wurden die Klone via Kolonie-PCR mi den Testprimern
Nr. 51 und 52 (Listennnummer: 1194/1195) getestet. Positive Klone wurden fur eine
Plasmidextraktion angesetzt und anschliel’end sequenziert. Die richtig-sequenzierten
Plasmide wurden in S. oneidensis via Elektroporation eingebracht. Anschliel3end

wurden mittels Kolonie-PCR die Klone getestet und die positiven sequenziert.

3.5.8 Deletion der Acetatsynthese-Gene und Integration von budC

Fur die Deletion von ackA und pta wurde zunachst ein pMQ150-Vektor mit 500 up und
down-Fragmenten erstellt. Mit den Primern Nr. 13 und 14 (Listenprimer 2345/2346)
und den Primern Nr. 15 und 16 wurden die Fragemente zu dem zu deletierenden
Genlokus amplifiziert. Diese 500 bp-Fragmente wurden mittels Gelaufreinigung und
anschlieender Fusions-PCR mit den Primern Nr. 13 und 16 zu einem 1 kb-Fragment
zusammengesetzt. Die Transformation des Gibson-Ansatzes erfolgte mittels
Elektroporation in einen E. coli WM 3064-Stamm. Das 1 kb-Fragment besitzt in der
Mitte eine Spel-Schnittstelle flr die Integration von weiteren Genen in diesen Lokus.
Nach der Konjugation und der folgenden Selektion wurden die Klone mittels der
Testprimer Nr. 17 und 18 (Listennummer: 2349/2350) getestet. Hierbei ist die Wildtyp-
Bande 4,5 kb und die Bande der Mutante 1 kb grof3.

Fur die Integration von budC in diesen Lokus wurde das isolierte pMQ150-
500up_ackA-Spel-500down_pta-Plasmid mit Spel enzymatisch verdaut und
dephosphoryliert. Das Gen budC wurde mit den Primer Nr. 21 und 22 (Listennummer:
2342/2344) mit Uberhangen zu den up-down-Fragmenten amplifiziert und via Gibson-
Ligation in den Vektor kloniert. Nach einer positiven Kolonie-PCR wurde der
entsprechende WM3064 Stamm fur eine Mating mit Shewanella eingesetzt. Die
Kontrolle erfolgte mittels der Testprimer Nr. 17 und 18. Der leere Lokus war hierbei 1
kb und mit integriertem budC mit Ara-Promoter 1,941 kb.

3.6 Transformationsmethoden

Mit Hilfe einer Transformation wird DNA in den Zielorganismus eingebracht. Zum einen
wurde in dieser Arbeit mittels Elektroporation Zellen transformiert und zum anderen via
Konjugation zwischen E. coli WM3064 und S. oneidensis-Stammen ein gezielter
Austausch von Plasmiden erreicht. Fur eine Elektroporation mussen zunachst

kompetente Zellen hergestellt werden.
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3.6.1 Elektroporation

Zur Transformation von Bakterien werden kompetente Zellen bendétigt, die in der Lage
sind DNA aufzunehmen.
Um kompetente Zellen fur die Elektroporation herzustellen, wurde ein Klon eines

Bakterienstamms in 5 ml LB oder SOB Uber Nacht angezogen.

Tabelle 35: Zusammensetzung des SOB-Mediums zur Anzucht elektrokompetenter Zellen.

Komponente Menge in g/l
Trypton 20
Hefeextrakt 5

NacCl 0,58

KCI 0,19

Am nachsten Morgen wurden 1% der Kultur in 25 ml Gberimpft und bis zu einer ODsoo
von 0,6 schuttelnd bei optimaler Temperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Kultur
fur 30 Minuten auf Eis gestellt um den Zellstoffwechsel zu verlangsamen. Die Zellen
wurden fur 5 Minuten bei 6000 g und bei einer Temperatur von 4°C pelletiert. Die Zellen
wurden viermal mit eiskaltem, sterilem ddH20 gewaschen. Letztlich wurden die
Zellen10-fach mit sterilem Wasser aufkonzentriert. Die Zellen wurden umgehend zur
Transformation eingesetzt. Fur einen Transformationsansatz wurden 100 ul Zellen

bendtigt.

Die Elektroporation erzeugt mittels Stromimpuls Poren in der Bakterienmembran,
durch welche die DNA vom Bakterium aufgenommen werden kann. Fir die
Elektroporation wurden Plasmide oder Ligationsansatze verwendet. 2-10 pl der DNA
wurden mit 100 pl elektrokompetenter Zellen in eine vorgekihlte
Elektroporationsklvette gegeben und mit Hilfe eines Elektroporationsgerates (E. coli-
Pulser, BioRad, Munchen) mit 1,8 kV fur 4,0-5,8 ms gepulst, die Zeit variiert je nach
Elektrolytfreiheit des Ansatzes. Direkt nach der Elektroporation werden die Zellen in
SOC-Medium (Tabelle 36) aufgenommen und fur mehrere Stunden bei 30 oder 37°C
inkubiert.
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Tabelle 36: Zusammensetzung des SOC-Mediums zur Regeneration der elektrotransformierten Zellen.

Komponente Menge in ml/50ml
SOB 47,2

MgCl2 (1M) 1

Glucose (10%) 1,8

Anschlieend wurden 100 pl der Zellsuspension auf LB-Agarplatten, die das
entsprechende Antibiotikum enthielten, ausgestrichen. Die Platten wurden Uber Nacht
inkubiert. In der Regel wurde der restliche Ansatz am nachsten Tag pelletiert und

erneut ausplattiert.
3.6.2 Konjugation

FUr eine genomische Integration von Genen in S. oneidensis wurde ein DAP-
auxotropher E. coli-Stamm WM3064 als Donorstamm genutzt. Fur die genomische
Modifikation wurde der Suizidvektor pMQ150 verwendet. Das pMQ150-Plasmid tragt
eine Kanamycin-Resistenz, ein Gen fur die Levansucrase und einen sogenannten A-
pir-Ori. Diese Eigenschaften ermoglichen zum einen auf Kolonien die das Plasmid in
das Genom integriert haben zu selektieren und zusatzlich das Plasmid durch
Saccharosedruck wieder zu entfernen. Fur die Deletion von Genen wurden upstream
und downstream des zu entfernenden Bereichs 500 bp amplifiziert und mit einer
Schnittstelle in der Mitte fusioniert. Anschlieend wurden die jeweiligen 1 kb
Fragmente in den mit BamHI und Sall linearisierten pMQ150-Vektor via Gibson-

Reaktion ligiert.

Far die Deletion von Genen folgte nun die Konjugation der entsprechenden E. coli-und
Shewanella-Stamme. Hierzu wurden die beiden Stdmme gemeinsam auf einer DAP-
LB-Platte ausgestrichen und bei 30°C Uber Nacht inkubiert. Alle Inkubationsschritte
werden bei 30°C durchgefuhrt. Am folgenden Tag wurden moglichst viele Zellen auf
eine LB-Platte mit Kanamycin und ohne DAP ausgestrichen. Hiermit erreicht man nur
das Wachstum von Shewanella-Kolonien mit integrierten Plasmid. Von dieser Platte
wurden zwei Einzelklone auf eine frische Kanamycin-Platte ausgestrichen. Von den
gewachsenen Einzelklonen wurden wiederum einzelne Klone in 5 ml LB Uber Nacht
inkubiert und am nachsten Morgen ausplattiert. Hierzu wurden Verdliinnungen von
1:10, 1:100 und 1:100 auf 5%-Saccharose-Platten ausplattiert und Uber zwei Tage bei

Raumtemperatur inkubiert. Saccharose kann nur von Zellen verstoffwechselt werden
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die das Plasmid noch im Genom tragen. Dies fluhrt zu einem schleimartigen Mantel um
die Zellen und die Zellen gehen zugrunde. Dieser Druck fuhrt zum Entfernen des
Plasmids aus dem Genom und soll dabei die gewunschten Modifikationen erzeugen.
Um dies zu testen wurden via Kolonie-PCR auf die spezifischen Bereiche getestet und

Uberpruft, ob die Bereiche dem Wildtyp oder der Mutante entsprechen.

3.7 Realtime PCR und quantitative PCR

Mithilfe der Realtime-PCR konnen die Transkriptionsraten von Genen verglichen

werden und eine Aussage uber die Expressionsrate von Genen getroffen werden.

3.7.1 Realtime-PCR
3.7.1.1 Isolation von RNA

Die Isolierung von RNA aus Zellproben erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers
mit dem Qiagen RNeasy MiniKit. Hierfur wurden die Triplikate einer Wachstumskurve
zusammengenommen und gemeinsam isoliert. Es wurde in 50 pl eluiert und die
Konzentration und Reinheit via NanoDrop bestimmt. Anschlielend folgte um eine
Verunreinigung mit genomischer DNA auszuschlielen eine gelelektrophoretische
Auftrennung. Bei dieser Methode sollten zwei klare Banden flr die rRNA zu sehen sein
und dazwischen die mRNA. Banden die hoéher laufen sind Verunreinigungen durch

genomische DNA, dann folgte ein DNase-Verdau.

3.7.1.2 DNase-Verdau

Mit Hilfe des Invitrogen™ DNA-free™ DNA Removal Kit (Thermofisher) wurde laut den
Herstellerangaben die DNA verdaut und die RNA-Menge anschlieRend via NanoDrop

gemessen. Nach einem erneuten Kontrollgel wurde die RNA fur die cDNA eingesetzt.

3.7.1.3 Umschreiben von RNA in cDNA

Durch das iScript™ Select cDNA Synthesis Kit von (BioRad) wurde die RNA in cDNA
mit Random Primern umgeschrieben. Die cDNA wurde anschlief3end in der Realtime-
PCR eingesetzt.
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Tabelle 37: Ansatz fiir eine cDNA-Transkription-Reaktion.

Komponente Menge/Ansatz
RNA (50 ng/ul) 1l

Puffer (10x) 2 ul

Reverse Transkriptase 1 ul

Wasser 16 pl

Die verbleibende cDNA wurde bei -20°C aufbewahrt.
3.7.1.4 Realtime-PCR-Protokoll

FUr die Realtime PCR wurden genspezifische Primer bestellt um die Gene von
Interesse nachweisen zu konnen. Hierbei wurde darauf geachtet das die PCR-
Produkte mdglichst gleich grof3 (ca. 100 bp) sind. Zusatzlich wurde als Haushaltsgen

eine RNA-Polymerase (RpoA) gewahlt.

Tabelle 38: Ansatz fiir eine Realtime-Reaktion.

Komponente Menge
SYBR Green SSadvanced 10 ul
Primer (4 uM) 4 ul
Primer (4uM) 4 ul
cDNA 2 ul

Laut Protokoll wird der Einsatz von 2 yl cDNA empfohlen.

Die PCR wurde im Realtime-Cycler (BioRad) durchgefuhrt. Die Primer waren so

konzipiert, dass sie bei 60°C binden.
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Tabelle 39:Protokoll der Realtime-PCR.

Schritt Temperatur Zeit
1 Denaturierung 95°C 7 min
2 Denaturierung 95°C 10s
3 Anlagerung der Primer Spezifische Primer- | 15 s
Temperatur (60°C)
4 Elongation 65°C 30 s, dann

Fluoreszenzmessung

5 Finale Elongation 65°C bis 98°C Messung der Fluoreszenz
alle 5 s mit Anstieg der
Temperatur um 0,5°C bis
95°C

6 12°C oo

Nach Schritt 4 wurde die Fluoreszenz gemessen. Im Falle der Realtime-PCR konnte
mittels des Haushaltsgens die Expression bestimmt werden. Hierzu wurden die Cqg-
Werte in ein Verhaltnis gesetzt und die Werte des Hasushaltsgen als 100%

angenommen.

3.7.2 Quantitative PCR

Fur die gPCR dienten Anoden und Medium als Probenmaterial.
3.7.2.1 DNA-Isolation fur gPCR

Fur die quantitative PCR wurde DNA von unterschiedlichen Proben isoliert. Diese
Methode wurde genutzt zur Bestimmung von Zellzahlen auf Anoden oder im Medium.
Fir die Quantifizierung wurde zunachst eine Eichgerade erstellt hierfur wurden
Shewanella-Wildtyp Zellen Uber Nacht angezogen. Die Kultur wurde in 1:10 und 1:100
Verdinnungen mittels Neubauer-Kammer ausgezahlt und anschlieend in Triplikaten
die DNA isoliert. Hierfur wurde unverdunnt, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 und 1:1000
gewahlt. Fur die DNA-Isolation wurde das InnuPrep-Kit von AnalytikJena (Jena,
Deutschland) verwendet. Es wurde laut den Herstellerangaben durchgefiihrt. Eine
Abwandlung gab es bei der DNA-Isolation der Anoden. Diese wurden nach dem
Beenden des Laufs bei -20°C in einem Falcon aufbewahrt. Fur die DNA-Isolation
wurden die Anoden mit einem Skalpell zerkleinert und 5 ml SLS in das Falcon

gegeben. Nach 1 Minute vortexen wurden die Falcons 15 Minuten bei 95°C im
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Wasserbad erhitzt. Dann wurden zweimal 1 ml der Lésung enthommen und in
Reagiergefalie uberfuhrt. Diese wurden fur 2 Minuten bei 8.000g in der Tischzentrifuge
abzentrifugiert, da noch Anodenmaterial mit in Losung waren. Es wurden 650 pl
entnommen und nach Herstellerangaben weiter verfahren. Die DNA wurde bei 4°C

aufbewahrt bis zur Anwendung in der gPCR.
3.7.2.2 gPCR-Protokoll

Die gPCR wurde wie folgt je Probe angesetzt.

Tabelle 40: Ansatz fiir eine gPCR-Reaktion.

Komponente Menge
SYBR Green SSadvanced 10 pl
Primer Shewanella qPCR for (4 pM) 4,5 ul
Primer Shewanella qPCR rev (4pM) 4.5 pl
DNA-Probe 1 ul

Die PCR wurde im Realtime-Cycler (BioRad) durchgefuhrt. Die Primer waren so
konzipiert, dass sie bei 59°C binden. Die Schritte 2 bis 4 wurden 34 mal durchgeflhrt.

Tabelle 41: Protokoll der qPCR.

Schritt Temperatur Zeit

1 Denaturierung 95°C 7 min

2 Denaturierung 95°C 10s

3 Anlagerung der Primer Spezifische Primer- | 15 s

Temperatur (59°C)
4 Elongation 65°C 30 s dann
Fluoreszenzmessung

5 Finale Elongation 65°C bis 98°C Messung der Fluoreszenz

alle 5 s mit Anstieg der
Temperatur um 0,5°C bis
95°C

6 12°C 0

Nach Schritt 4 wurde die Fluoreszenz gemessen. Bei der quantitativen PCR wurden

die Zellzahlen durch die Eichgerade ermittelt.

3.8 Analytik

Fur eine Auswertung der verwendeten Substrate und daraus entstandenen Produkte

wurden diverse Methoden angewendet.
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3.8.1 HPLC

Mit Hilfe der Hochleistungsflussigkeitschromatografie (high performance liquid
chromatography (HPLC)) kénnen in FlUssigkeiten Stoffen identifiziert werden. Zur
Analyse wurde eine Aminex HPX-87H-Saule (BioRad, Minchen) benutzt, welche die
organischen Sauren, wie Acetat, Laktat oder Formiat Gber Gro3e und Ladung trennt
und mit einer Hitachi Elite La Chrom-Anlage konnektiert ist (VWR, Darmstadt). Als
Detektor diente der Diode Array Detector (DAD) L-2455. Die Messung erfolgte in
diesem Fall im UV-Bereich bei 210 nm. In dieser Arbeit wurden die Analysen
hauptsachlich mittels RI-Detektor (RefraktoMax520) durchgeflhrt, da dieser in der
Lage ist auch Stoffe wie Butandiol, Glycerin und diverse Zucker darzustellen. Die
entstehenden Peaks werden mit Standards verglichen und so die Konzentration

bestimmt.

Far die Analysen wurden die Proben zuvor 2 Minuten bei 16 000 g abzentrifugiert und
gefiltert (Spritzenvorsatzfilter PTFE 0,2 ym, VWR, Darmstadt). 150 yl Probe wurden
mit 15 ul 0,5 M filtrierter Schwefelsaure versetzt und in eine 96-Well-Platte pipettiert.
Das Probenvolumen zur Analyse betrug 50 pl bei einer Flussrate von 600 pl/min und
einer Ofentemperatur von 60°C. Als Laufmittel diente in diesem Fall 5 mM
Schwefelsaure. Die Standards wurden gleichermalden vorbereitet wie die Proben. Fur
eine Kalibrierung wurden sechs unterschiedliche Konzentrationen der erwarteten

Substanzen gemessen.

3.8.2 Glycerin-Bestimmung

Da Glycerin in einigen Ansatzen mittels HPLC nicht nachgewiesen werden konnte, da
Fumarat als Elektronenakzeptor die gleiche Retentionszeit besitzt wurde in diesen

Fallen auf eine optische Methode zurtickgegriffen.

Glycerin ist ein dreiwertiger Alkohol und kann durch die Free Glycerol Reagent (Sigma,
St. Louis, USA) nachgewiesen werden. Glycerin wird in diesem Fall durch die
Glycerinkinase (GK) phosphoryliert. Es entsteht Glycerin-1-Phosphat, welches als
Substrat fur die Glycerin-Phosphat-Oxidase (GPO) dient. Die Glycerin-Phosphat-
Oxidase katalysiert die Reaktion von Glycerin-1-Phosphat zu
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Wasserstoffperoxid. Die Peroxidase katalysiert
die Bindung von H202 mit 4-Aminoantipyrin und Natrium-N-ethyl-N-(3-Sulfopropyl) m-
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Anisidin. Es folgt eine Violett-Farbung, welche auf Quinonimin zurtick zu fuhren ist und

bei 540 nm das Absorptionsmaximum besitzt (Sigma, n.d.).

Der Glycerin-Standard wurde von 0 bis 2,5 mM angesetzt und im Duplikat gemessen.
Die Proben wurden verdunnt um im Detektionsbereich der Standardwerte zu liegen. In
einer Mikrotiterplatte wurden 20 pl der Proben vorgelegt und mit 180 pl der
Reaktionslosung versetzt. Nach 15 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur

wurde die Absorption bei 540 nm gemessen.

3.8.3 Optische Dichte

Die Messung der optischen Dichte (ODeoo) bei 600 nm diente der Bestimmung der
Bakteriendichte im Medium. Hierfir wurden 1 ml der Probe in eine Klvette Uberfuhrt
und gegen eine Referenz gemessen. Es wurde das Gerat Genesys20 Spectronic der
Firma Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) benutzt.

3.8.4 Acetoin-Bestimmung

Der Acetoin-Nachweis wird auch als Vogues-Proskauer-Test bezeichnet und wurde
durch Barritt (1936) noch intensiviert. Hierbei werden auch die bendtigten Reagenzien
als Barritt A und B bezeichnet und kdnne zum Beispiel von der Firma Sigma als fertige

Lésungen bezogen werden.

Acetoin wird mit Hilfe von Luftsauerstoff und 1-Naphthol zu Diacetyl oxidiert. Diacetyl
bildet unter Anwesenheit von einer guanidinhaltigen Verbindung, wie L-Arginin, eine
tiefpinke Farbe (Barritt, 1936). Fur eine Quantifizierung wurde eine Kalibrierung von
0 bis 5 mM Acetoin eingesetzt. Es wurden 20 ul der Proben in einer Mikrotiter-Platte
vorgelegt und 140 ul der Reaktionslésung dazu gegeben. Die Platte wurde fur 15-30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend bei 490 nm im

Plattenlesegerat ausgelesen.

Tabelle 42: Acetoin-Nachweis fiir eine Mikrotiter-Platte.

Komponente Menge/96-Well-Platte
ddH20 10 ml

L-Arginin (10 mg/ml in ddH20) 1,4 ml

1-Naphtol (50 mg/ml in Ethanol) 1 ml

KOH (40%) 1 ml
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Hierbei ist die Einhaltung der Reihenfolge und das sorgsame Zumischen jeder
Komponente wichtig, da die Losung sonst trib wird. Mit Zugabe von KOH wird die
Reaktion gestartet.

3.9 Wachstumskurven und Zellsuspensionsassays

Das Wachstum der Stamme wurde mittels verschiedener Medien untersucht. Hierbei
wurde am Vortag eine Ubernachtkultur in LB mit den jeweiligen Zusatzen angesetzt.
Vor der Inokulation das Wachstumsmedium wurde die OD bestimmt. Die Zellen
wurden anschlielend dreimal mit Waschpuffer gewaschen und in das
komplementierte Medium in definierten optischen Dichten Uberfuhrt. Die Triplikate der
Wachstumskurven wurden in der Regel mit einer OD von 0,05 und die der
Zellsuspensionsassays (CSA) mit einer OD von 0,5 bis 1 angesetzt. Alle Proben
wurden bei -20°C fur weitere Analysen aufbewahrt.

3.10 Bioelektrochemische Zellen (BEZ)

Da S. oneidensis und G. sulfurreducens eine verlangerte Elektronentransportkette
besitzen und so in der Lage sind Elektronen auf Elektronenakzeptoren aul3erhalb der
Zelle zu Ubertragen, konnen sie in bioelektrochemischen Zellen angewendet werden.
Diese Systeme bieten die Moglichkeit die Produktion von Stoffen, den Verbrauch von
Substraten und die Stromproduktion zu Uberwachen. Vorteil dieser Systeme ist der

nicht abnehmende Elektronenakzeptor, die Anode, bei einem konstanten Potential.

3.10.1 Aufbau der BEZ

Die in dieser Arbeit verwendeten bioelektrochemischen Zellen (BEZ) wurden wie in
Abbildung 7 aufgebaut und anschliel3end mit 270 ml dH20 befullt und autoklaviert. Die
BEZ besteht aus einer anoxischen Anodenkammer (250 - 270 ml) und zu Beginn
dieser Arbeit einem oxischen Kompartiment, der Kathodenkammer (10 ml), welche
Uber eine Protonen-permeable Membran (FumaPem F-950, EW 900 g/eq, Dicke: 50
um) der Firma Fumatech (Bietigheim-Bissingen) voneinander getrennt sind. In
spateren Versuchen wurde auf die Membran verzichtet. Im Gegenelektroden-
Kompartiment war ein Platinnetz (0,5x1,5 cm) mit Platindrahten fur eine Konnektierung

eingebaut.

Das Anodenmaterial war zum einen ein Graphitvlies mit einer Flache von 3,5 x 6 cm
(SIGRATHERM; SGL Group, Wiesbaden). Das zunachst wasserabweisende Vlies
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wurde mit Isopropanol getrankt und anschlieend mehrfach in dH20 gelegt. Dies
diente dem Austausch von Isopropanol gegen Wasser. Als weiteres Material wurde
elektrogesponnenes Material verwendet, dies wurde von Johannes Erben
(Arbeitsgruppe Sven Kerzenmacher, Bremen) zur Verfugung gestellt. HierfGr wurde
eine fensterartige Anodenhalterung verwendet und Titandraht zur Konnektierung. Die

Vorbereitung des Anodenmaterials erfolgte gleichermalen, wie fir das Graphitvlies.

Es wurden Silber-Silberchlorid-Referenzelektroden (Ag/AgCIl) (Sensortechnik
Meinsberg, Ziegra-Knobelsdorf) eingesetzt. Ein Ruhrfisch diente dem kontinuierlichen
Mischen des Anodenmediums. Als Magnetrthrer diente das Modell Topolino der Firma
VWR (Frankfurt) bei 300 rpm (niedrigste Stufe).

Abbildung 7: Bioelektrochemische Zellen (BEZ) mit einem Volumen von 270 ml. Die BEZ besitzen einen
Port zur Probenentnahme und Begasung (mit Sterilfilter). Ebenso fiir den Einsatz im Dreielektrodensetup,
einen Port fiir die Referenzelektrode, Anode und Gegenelektrode. Die MFCs wurden von Dr. F. Golitsch
konstruiert.

Jeder BEC-Lauf wurde in Triplikaten angesetzt und kontinuierlich Uberwacht. Die
Laufzeit betrug je nach Ansatz 48 bis 168 Stunden.

3.10.2 Vorbereitung der Bakterien

Zu Beginn der Arbeit wurden die Zellen aus einer aeroben LB-Ubernachtkultur nach
mehrmaligem Waschen in ein anaerobes M4-Fumarat-Laktat-Medium Uberflhrt. Nach
der Inkubation tGber Nacht wurden die Zellen mit M4-Waschpuffer dreimal gewaschen
bei 6000 g flr 5 Minuten bei 4°C und anschlieRend in einer definierten OD in das
Anodenmedium  Uberfuhrt. Nach der Deletion der Acetatkinase und

Phosphotransacetylase wiesen die Zellen kein anaerobes Wachstum mehr auf. Darum
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wurde auf eine aerobe LB-Vorkultur reduziert. Und diese nach dreimaligem Waschen
mit Waschpuffer bei 6000 g fur 5 Minuten bei 4°C in das Anodenmedium uberfuhrt.
Wie oben bereits erwahnt wurde in dieser Arbeit zu Beginn M4 verwendet und
nachfolgend PBS-Medium. G. sulfurreducens wurde im Geobacter-spezifischen
Anzuchtmedium kultiviert und anschlie®end nach dreimaligem Waschen bei 6000 g fur

5 Minuten bei 4°C mit Waschpuffer in das Cokulturmedium Uberfuhrt.

Nach Beenden der BEC wurden 100 pl Anodenmedium auf LB-Platten ausplattiert um
eine Kontamination auszuschlieBen und in einigen Fallen die Anode bei -20°C
aufbewahrt.
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4 Ergebnis

Im Folgenden sind die Ergebnisse dieser Arbeit aufgefuhrt. Diese lassen sich in zwei
Teile untergliedern. Zum einen in die Verbesserung der Elektrodenperformance und
zum andern in die damit einhergehenden molekularbiologischen Veranderungen des

Stoffwechsels.

4.1 Elektrodenperformance

Um die Leistung von Shewanella oneidensis in den bioelektrochemischen Systemen
zu verbessern, wurden folgende Modifikationen vorgenommen. Diese sind zum einen

auf biologischer und zum anderen auf Seite des Elektrodenmaterials.

4.1.1 Biologische Modifikationen

Bereits in Vorarbeiten wurde der A-Prophage aus dem Genom von S. oneidensis
deletiert und dies fuhrte zu erhdhten Stromdichten (Bursac, 2015). Dies wurde auf eine
geringere Zelllyse unter Stressbedingungen zurlickgefuhrt. Deshalb war es von
Interesse, ob die Deletionen weiterer Prophagen zu einer weiteren Steigerung fuhren.
Die Prophagen MuSo1 (SO0641 bis SO0685) und MuSo2 (S02652 bis SO2704)
wurden zusatzlich schrittweise deletiert. Die Deletion der Prophagen erfolgte mittels
pMQ150- Vektor und den jeweiligen up- bzw. downstream Fragmenten (Tabelle 34).

In der Mitte ist eine Spel-Schnittstelle flur spatere Integrationen. Die Deletion wurde
mittels Kolonie-PCR Uberpruft. Fir MuSo1 mit den Primern Nr. 5 und 6. Fir MuSo2
mit den genomisch bindenden Primern Nr. 11 und 12.

So wurden eine Doppelmutante und eine Trippelmutante hergestellt und in
BEC-Experimenten im Vergleich zur AA-Mutante und Wildtyp getestet. Es wurde ein
Potential von 0 mV gegen Normal-Wasserstoff-Elektrode (engl.: Normal Hydrogen
Electrode (NHE)) angelegt und eine ODsoo von 0,13 als Start-OD. Uber 48 Stunden
wurde der Strom aufgezeichnet und anschlielend die Anoden bei -20°C fur die
Zellzahlbestimmung mittels qPCR aufbewabhrt.
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Abbildung 8: Gemittelte Daten der bioelektrochemischen Zellen mit einer ODsoo von 0,13 und
M4-Anodenmedium. Versuche wurden mit Membran (PEM) durchgefiihrt. A: Gemittelte maximale
Stromstarke aus Triplikaten. B: Gemittelte Zellzahl aus isolierter DNA von den Anoden der Triplikate.

Im Vergleich zum Wildtyp ist eine 1,34fache Stromsteigerung durch die Deletion des
A-Phagen zu verzeichnen. Die Deletion der weiteren Prophagen flhrt zu keiner
héheren Stromproduktion im Vergleich zur AA-Mutante. Die Anzahl der lebenden
Zellen auf der Anode ist im Vergleich bei der AA-Mutante ebenfalls erhoht. Es ist mit
der weiteren Deletion der Prophagen keine weitere Stromsteigerung zu erzielen.

Daher wurden alle weiteren Versuche mit der AA -Mutante durchgefuhrt.

4.1.2 Materialanpassungen

Um eine weitere Steigerung der Stromproduktion und damit auch Umsatzrate von
Laktat zu erzielen, wurde in weiteren Experimenten das elektrogesponnene Material
von Johannes Erben (AG Kerzenmacher) in einzelnen Ansatzen getestet. Hierbei
konnte in parallelen Ansatzen gezeigt werden, dass mit der AA-Mutante eine
Steigerung der Stromproduktion im Vergleich zum Graphitvlies um das 2,5fache
erreicht werden kann (Edel, 2018). Dies lies auf eine potentielle Steigerung der
Umsetzung von Laktat zu gezielten Produkten erwarten. Im Weiteren werden die
Stoffwechselanpassungen beschrieben und ausgewertet. Die weiteren Ergebnisse der

bioelektrischen Systeme sind in Kapitel 4.3 gesammelt aufgefihrt.

4.2 Metabolic Engineering

S. oneidensis ist in der Lage Laktat unter anoxischen Bedingungen mit z. B. Fumarat

als Elektronenakzeptor in Acetat, Formiat bzw. CO2 und Hz2 umzusetzen (Beblawy et
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al., 2018b). Um S. oneidensis weitere Substrate zuganglich zu machen wurde das
Bakterium genetisch modifiziert. Des Weiteren wurde die Herstellung weiterer
Produkte ermdglicht und Acetat als unerwiinschtes Nebenprodukt eliminiert.

4.2.1 Acetoin- und Butandiolproduktion

Die genomische Integration der Acetoingene wurde ebenfalls bereits in Vorarbeiten in
den A-Lokus erreicht, wie auch das korrespondierende pBAD-Plasmid erstellt (Bursac,
2015).

In dieser Arbeit werden die Gene aus B. subtilis fur die Acetoinsynthese genutzt und
die Butandiol-Dehydrogenase (BudC) aus K. pneumoniae. BudC wurde in Vorarbeiten
fur E. coli codonoptimiert und in einen pMAL-Vektor kloniert (JG 834) (Peschke, 2014).
Ausgehend von diesem wurde die Butandiol-Dehydrogenase in pBAD kloniert und in
die Stamme mit der genomischen Integration der Acetoingene im A-Lokus kloniert. Des
Weiteren wurde ein pBAD-Plasmid mit allen drei Genen fur die Butandiolsynthese
(pPBAD-budC-alsSD) verwendet. So konnte S. oneidensis mit Laktat als Substrat
sowohl Acetoin, als auch Butandiol synthetisieren. Die Analyse erfolgte via HPLC oder
mit Hilfe einer kolorimetrischen Messung via Voges-Proskauer-Reaktion.

H3C
OH

OH
Laktat

0 HiaC OH CHs OH

Pyruvat 2-Acetolaktat Acetoin 2,3-Butandiol

Abbildung 9: Synthese von Acetoin bzw. Butandiol. Aus zwei Mol des Intermediats Pyruvat werden 1 Mol
Acetoin. Zur Synthese von Butandiol wird iiber die Oxidation von NADH Acetoin reduziert.

4.2.1.1 Zellsuspensionsassays mit Stammen mit Acetatkinase und

Phosphotransacetylase

Diese Stamme wurden in Wachstumskurven und Zellsuspensionsassays auf ihre
Produktivitat getestet. In  Abbildung 10 sind die HPLC-Daten eines

Zellsuspensionsassays dargestellt. Die Zellen wurden mit ODsoo 1 in eine anoxisches
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Laktat-Fumarat-PBS-Medium inokuliert. Zu den Kulturen mit Plasmid wurde
0,1 mM Arabinose und 50 upg/ml Kanamycin hinzugegeben. Die genomisch

integrierten Gene wurden mit 5 mM Arabinose induziert.

[ Laktatabnahme

10 - [ ] Acetat
B Acetoin
I Butandiol

6,640
6,778

6,068

Konzentration [mM]

1 2 3 4

1 AN mit pBAD-alsSD (JG 992)

2 |AAN mit pBAD-budC-alsSD (JG 998)

3 AA::alsSD (JG 919)
4 AA::alsSD mit pBAD-budC
(JG 1037)

Abbildung 10: HPLC-Daten der Zellsuspensionsassays nach 4 Stunden des Experiments. Die Kulturen mit
Plasmid wurden mit 0,1 mM Arabinose induziert und 50 pg/ml Kanamycin zum Erhalt des Plasmids
hinzugegeben. Die genomisch integrierten Gene wurden mit 5 mM Arabinose induziert. Diese Stamme
tragen keine Resistenz. Der Zellsuspensionsassay wurde mit 10 mM Laktat als Elektronendonor und 20 mM
Fumarat als Elektronenakzeptor durchgefiihrt.

Stochiometrisch kdnnen aus zwei Mol Laktat ein Mol Acetoin bzw. Butandiol gebildet
werden. Aus einem Mol Laktat kann auch ein Mol Acetat gebildet werden. Der

anaerobe Stoffwechsel von S. oneidensis gewinnt Energie aus der Bildung von Acetat.

In diesem Ansatz wurde nach vier Stunden von der Mutante AN mit pBAD-alsSD
(JG 992) aus 6,07 mM Laktat 1,9 mM Acetat und 3,24 mM Acetoin gebildet. Der
Stamm der zusatzlich Butandiol synthetisieren kann, AN mit pBAD-budC-alsSD (JG
998) konsumierte 4,19 mM Laktat und die Kulturen zeigten eine Acetatkonzentration
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von 4,26 mM, eine Acetoinkonzentration von 0,473 mM und Butandiolkonzentration
von 1,05 mM. Die genomische Integration der Acetoingene, AA::alsSD (JG 919), fuhrte
zu einer Produktion von 1,56 mM Acetoin und 5,47 mM Acetat aus 6,64 mM Laktat.
Durch die Transformation des pBAD-budC-Plasmids in AA::alsSD (JG 1037) konnte
zusatzlich Butandiol gebildet werden. Somit wurden aus 6,78 mM Laktat 2,62 mM
Acetat, 0,544 mM Acetoin und 1,59 mM Butandiol gebildet. Um die Produktivitat zu
erhohen wurde die Bildung des Nebenprodukts Acetat durch die Deletion der
Produktionsgene von ackA und pta verhindert.

4.2.1.2 Zellsuspensionsassays mit Stammen  ohne  Acetatkinase  und

Phosphotransacetylase

Die Deletion der Gene fur die Acetatkinase (ackA) und Phosphotransacetylase (pta)
fuhrte zu einem Verlust des anaeroben Wachstums auf Laktat und Fumarat. Dies
wurde bereits von Hunt et al. (2010) beschrieben, da die Mutanten nicht mehr in der
Lage sind ausreichend ATP zu synthetisieren (Hunt et al., 2010). Darum wurden in
dieser Arbeit mit diesen Mutanten keine anaeroben Wachstumskurven durchgefuhrt,
sondern Zellsuspensionsassays (CSA). Diese wurden mit einer ODeoo von 1 in PBS-
Medium mit 10 mM Laktat und 20 mM Fumarat angesetzt. Wahrend kein anaerobes
Wachstum zu verzeichnen war, wurde dennoch das Substrat in

Zellsuspensionsassays zum gewunschten Produkt umgesetzt.
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Abbildung 11: HPLC-Daten der Zellsuspensionsassays nach 4 Stunden des Experiments. Die Kulturen mit
Plasmid wurden mit 0,1 mM Arabinose induziert und 50 pg/ml Kanamycin zum Erhalt des Plasmids
hinzugegeben. Die genomisch integrierten Gene wurden mit 5 mM Arabinose induziert. Diese Stamme
tragen keine Resistenz. Der Zellsuspensionsassay wurde mit 10 mM Laktat als Elektronendonor und 20 mM
Fumarat als Elektronenakzeptor durchgefiihrt.

Der Stamm AANAackA/pta mit pBAD-alsSD (JG 1039) bildete aus 6,43 mM Laktat 3,24
mM Acetoin. 7,02 mM Laktat wurden von dem Stamm AA AackA/pta mit pBAD-budC-
alsSD (JG 1113) in 0,284 mM Acetoin und 1,42 mM Butandiol umgesetzt. Der Stamm
AAN::alsSD AackA/pta (JG 1040 ) bildete aus 6,82 mM Laktat 2,32 mM Acetoin. Nach
Integration des Butandiol-Plasmids, AA::alsSD AackA/pta mit pBAD-budC (JG 1049),
wurden aus 6,68 mM Laktat 0,526 mM Acetoin und 1,03 mM Butandiol gebildet. Nach
der genomischen Integration der Butandiol-Dehydrogenase in den ackA/pta-Lokus
(AA::alsSDAackA/pta::budC (JG 1046)) setzte der Stamm 7,62 mM Laktat zu
0,793 mM Acetoin und 0,98 mM Butandiol um.
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Neben der Produktion von Acetoin und Butandiol in Zellsuspensionsassays wurde

ebenfalls die BEC-Performance getestet.

4.2.1.3 Ausbeuten

Zur Ubersicht Giber die Produktivitat der einzelnen Stdmme wurde berechnet, wie viel
Mol Laktat in das jeweilige Produkt umgesetzt wurde. Hierfur diente die Annahme zur
Berechnung, dass aus zwei Mol Laktat zwei Mol Acetat oder ein Mol Acetoin bzw.
Butandiol gebildet werden kdénnen. Dadurch ergibt sich die Ausbeute des

theoretischen Maximumes.
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©

Abbildung 12: Kohlenstoffausbeute und Einzellistungen der Produktausbeuten nach 4 Stunden der
Zellsuspensionsassays zu den einzelnen Stammen. Die Angaben sind in Prozent des theoretischen
Maximums dargestellt. A: Gesamtausbeute in Prozent von allen Produkten zu verbrauchtem Substrat.
B: Unterteilung der Ausbeuten in die entstandenen Produkte in Prozent.

Hierbei zeigten die Stamme, die Acetat bilden konnten, Acetoinausbeuten von
106,7 £ 10,2% (Stamm JG 992) und Butandiolausbeuten von maximal 50,8 + 10,7%
(Stamm JG 998). Allerdings sind in diesen Fallen die Kohlenstoffbilanzen nicht
ausgeglichen. Es wird zu viel Produkt fur den erfassten Substratumsatz gebildet.

Nach der Deletion der Acetatsynthese-Gene lag die maximale Acetoinausbeute bei
100,9 £ 37,8% (Stamm JG 1039) und Butandiolausbeute auf 40,8 + 6,4% (Stamm
JG 1113). Auch hier sind die Kohlenstoffbilanzen nicht ausgeglichen. Allerdings wird
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hier, auler bei dem Stamm JG 1039, nicht das gesamte Laktat in den Produkten

wiedergefunden.

4.3 Bioelektrochemische Zellen

In diesen Experimenten wurde eine ODsoo von 0,5 der S. oneidensis-Stamme
eingesetzt. Die Stamme wurden in 10 mM Laktat PBS-Anodenmedium inokuliert und
anschlielend in die bioelektrochemischen Systeme uberfuhrt. Unter kontinuierlicher
N2-Begasung wurden die Zellen bei 30°C unter Anlegen eines Potentials inkubiert. Zu
den Plasmid-tragenden Stammen wurde 50 pg/ml Kanamycin zugegeben und
0,1 mM Arabinose zum Induzieren. Die genomisch integrierten Gene wurden mit 5 mM
Arabinose induziert. Die Berechnung der Stromdichte erfolgte mittels Integration tUber
die Zeit in den SI-Einheiten Ampere und Sekunde. Im Anschluss wurden die

berechneten Coulomb durch die Laufzeit in Sekunden und die Anodenflache geteilt.
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Abbildung 13: Ergebnisse des BEC-Laufs mit S. oneidensis AN mit pBAD-alsSD (JG 992) in PBS-
Anodenmedium mit 10 mM Laktat als Substrat (vorinduziert). Die Induktion erfolgte mittels 0,1 mM
Arabinose und Zugabe von 50 pg/ml Kanamycin um das Plasmid stabil in den Zellen zu halten.
A: Stromdichte iiber 168h des Triplikats. B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Mit dem Stamm AA mit pBAD-alsSD (JG 992) wurde uber 168 Stunden ein
durchschnittlicher Strom von 18,00 + 0,45 pA/cm? erreicht, dabei wurden 2,85 mM
Acetoin gebildet.
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Abbildung 14: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA mit pBAD-budC-alsSD (JG 998) in PBS-Anodenmedium
mit 10 mM Laktat als Substrat. Die Induktion erfolgte mittels 0,1 mM Arabinose und Zugabe von 50 ug/mi
Kanamycin um das Plasmid stabil in den Zellen zu halten. A: Stromdichte liber 168h des Triplikats. B: HPLC-
Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Das BEC-Experiment mit dem Stamm AA mit pBAD-budC-alsSD fuhrte zu einem
Durchschnittstrom von 17,26 + 1,84 yA/cm? und einer Produktion von 2,46 mM Acetat,
0,585 mM Acetoin und 2,19 mM Butandiol aus 8 mM Laktat.
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Abbildung 15: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AAAackA/pta mit pBAD-alsSD (JG 1039) in M4-
Anodenmedium mit 10 mM Laktat als Substrat. Die Induktion erfolgte mittels 0,1 mM Arabinose und Zugabe
von 50 pg/ml Kanamycin um das Plasmid stabil in den Zellen zu halten. A: Stromdichte liber 72h des
Triplikats. B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Mit dem BEC-Experiment des Stammes AAAackA/pta mit pBAD-alsSD (JG 1039) in
M4-Medium flhrte zu einem Durchschnittstrom von 15,57 + 1,28 yA/cm? und einer
Produktion von 2,745 mM Acetoin aus 7 mM Laktat.
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Abbildung 16: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AN AAackA/pta mit pBAD-budC-alsSD (JG 1113) in PBS-
Anodenmedium mit 10 mM Laktat als Substrat. Die Induktion erfolgte mittels 0,1 mM Arabinose und Zugabe
von 50 pg/ml Kanamycin um das Plasmid stabil in den Zellen zu halten. A: Stromdichte iiber 168h des
Triplikats. B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Mit Stamm AAAAackA/pta mit pBAD-budC-alsSD wurde neben einer Produktion von
0,91 mM Acetoin und 2,11 mM Butandiol ein Durchschnittsstrom von

13,53 + 2,75 yA/cm? gemessen.
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Abbildung 17: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSD (JG 919) (vorinduziert) in PBS-Anodenmedium mit
10 mM Laktat als Substrat. Die Induktion erfolgte mittels 5 mM Arabinose. A: Stromdichte iiber 168h des
Triplikats. B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Das BEC-Experiment mit dem Stamm mit den genomisch integrierten Acetoingenen
fuhrte zu einer Acetoinproduktion von 1,04 mM und 2,25 mM Acetat aus 8,68 mM
Laktat. Hierbei wurde ein Durchschnittsstrom von 24,11 £ 0,71 pA/cm? aufgezeichnet.
In diesem Experiment wurden die Zellen vorinduziert um eine erhohte
Acetoinausbeute zu erzielen. Die Messung von Acetoin erfolgte hier kolorimetrisch, da
die HPLC niedrige Acetoinwerte (<1mM) nicht genau detektiert. Jedes Experiment bei

dem Acetoin produziert wurde, wurde zum einen kolorimetrisch als auch via HPLC
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ausgewertet. Waren die Acetoinwerte auf HPLC und kolorimetrischer Messung

deckungsgleich wurden die HPLC-Werte dargestellt.
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Abbildung 18: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSD mit pBAD-budC (JG 1037) in PBS-Anodenmedium
mit 10 mM Laktat als Substrat. Die Induktion erfolgte mittels 5 mM Arabinose und Zugabe von 50 pg/ml
Kanamycin um das Plasmid stabil in den Zellen zu halten. A: Stromdichte liber 72h des Triplikats. B: HPLC-
Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Der Stamm der zusatzlich Butandiol Uber das pBAD-Plasmid bilden kann, AA::alsSD
mit pBAD-budC, zeigte in einem Experiment Uber 72h eine Stromproduktion von
26,42 £ 0,92 yA/cm?. In dieser Zeit wurden 0,679 mM Butandiol und 2,42 mM Acetat
gebildet und 5,51 mM Laktat verbraucht.
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Abbildung 19: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSD AackA/pta (JG 1040) (vorinduziert) in PBS-
Anodenmedium mit 10 mM Laktat als Substrat. Die Induktion erfolgte mittels 5 mM Arabinose.
A: Stromdichte iiber 120h des Triplikats. B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Die Deletion der Acetatgene im Stamm mit den genomisch integrierten Acetoingenen,
AA:alsSD  AackA/pta (JG 1040), fuhrte zu einer Stromproduktion von
23,57 £ 0,67 yA/lcm? bei einer vorinduzierten Vorkultur. Dabei wurde nach

120 Stunden 1,3 mM Acetoin gebildet. In Zellsuspensionsassay konnte nach
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Aufbrauchen des Substrats und beginnendem OD-Abfall Acetat im Medium

nachgewiesen werden. Hier ist ebenfalls nach Laktatverbrauch Acetat im Medium
nachweisbar.
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Abbildung 20: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSD AackA/pta mit pBAD-budC (JG 1049) in PBS-
Anodenmedium mit 10 mM Laktat, 5 mM Arabinose und 50 pg/ml Kanamycin. A: Stromdichte Uber 72h.
B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Die Integration des Butandiol-Plasmids fuhrte zu einem Durchschnittsstrom von

12,84 + 1,49 uyA/cm? und keiner Produktion von Butandiol in dieser Zeit.
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Abbildung 21: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSD AackA/pta::budC (JG 1046) in PBS-Anodenmedium
mit 10 mM Laktat und 5 mM Arabinose. A: Stromdichte iiber 72h. B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Nach der genomischen Integration der Butandiol-Dehydrogenase zeigte der Stamm

einen Durchschnittsstrom von 20,55 yA/cm?2. Die Produktion von Butandiol belief sich

auf eine kaum detektierbare Menge innerhalb von 72h.

Da die Ausbeuten dieser Versuche noch Steigerungspotential besitzen, wurde nun an
einer Erhdhung der Produktivitat gearbeitet.
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In parallelen Ansatzen wurden einige der Stamme mit elektrogesponnenem Material
getestet und dabei wurde festgestellt, dass eine Deletion von ackA und pta zu keiner
Stromproduktion mit diesem Material mehr fuhrte (Edel, 2018). Wohingegen die
Produktionsstdamme mit Acetat und auch die jeweiligen Wildtypen kein Defizit
aufwiesen. Zudem zeigte die AA-Mutante einen 2,5fach héheren Strom im Vergleich
zum S. oneidensis-Wildtyp (Edel, 2018).

Um die Produktivitat mittels elektrogesponnenem Material zu erreichen, wurden

verschiedene Wege getestet.

Die Cokultivierung des Stammes JG 919, AA::alsSD, mit G. sulfurreducens wurde
zunachst getestet da dieser die hochste durchschnittliche Stromdichte der
Acetoinproduzenten zeigte. Hierbei war die die Idee S. oneidensis in eine leitfahige
G. sulfurreducens-Matrix einzubetten. G. sulfurreducens zieht seinen Nutzen aus
dieser Co-Kultivierung, indem er das von S. oneidensis unter anaeroben Bedingungen

produzierte Acetat verstoffwechseln kann.
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Abbildung 22: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSD (JG 919) mit G. sulfurreducens (JG 407) in
Cokultur-Anodenmedium mit 25 mM Laktat, 5 mM Acetat und 5 mM Arabinose. A: Stromdichte liber 122 h.
B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

In diesem Ansatz konnte nach 122 Stunden kein Acetoin detektiert werden. Laktat
nimmt Uber diese Zeit circa um 10 mM ab, wahrend Acetat Uber die gesamte Zeit zu
detektieren war. Es wurde ein durchschnittlicher Strom von 214,69 + 112,83 pA/cm?

gemessen.

Da kein Acetoin nachgewiesen werden konnte bzw. nur in sehr geringen Spuren, ist
eine Optimierung des Systems erforderlich. Hierfir kann eine Cokultur ohne

metabolisches Zusammenspiel genutzt werden. Um einen Flux in Richtung Acetat zu
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vermeiden, wurde im nachsten Ansatz der Stamm AA::alsSDAackA/pta in der Cokultur

eingesetzt.
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Abbildung 23: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSDAackA/pta (JG 1040) mit G. sulfurreducens (JG 407)
in Cokultur-Anodenmedium mit 25 mM Laktat, 5 mM Acetat und 5 mM Arabinose. A: Stromdichte iiber 122h.
B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Hierbei wurde in dieser Zeit etwa 15 mM Laktat abgebaut und es war nur zu Beginn
Acetat detektierbar. Auch in diesem Ansatz konnten nur Spuren von Acetoin
nachgewiesen werden. Es wurde ein durchschnittlicher Strom von
237,19 £ 63,64 pA/cm? gemessen.

Da die Co-Kultivierung zunachst zu keiner gesteigerten Acetoinproduktion fuhrte,
wurde im Weiteren eine Losung fur die Anabolismus-Defizite der Acetat-
Deletionsmutante gesucht. Unter aeroben Bedingungen weist die Mutante kein
Wachstumsdefizit auf, da der Citratzyklus vollstandig durchlaufen werden kann. So
kénnte eine Anderung des Anodenpotentials Abhilfe verschaffen. Hierbei zeigen
Hirose et al. (2018) eine unterschiedliche Stromproduktion durch S. oneidensis beim
Anlegen eines niedrigen Potentials von 0 (engl.: low potential (LP)) oder eines hohen
Potentials von +500 mV (engl.: high potential (HP)) gegen SHE (Hirose et al., 2018).
Sie postulieren zusatzlich, dass bei Anlegen eines hohen Potentials der Citratzyklus
aktiv ist. Sie stutzen dies zum einen auf das Messen von Ubichinon in oxidierter

Version als auch Transkriptomdaten (Hirose et al., 2018).

Somit wurde der Stamm AA::alsSDAackA/pta (JG 1040) in Monokultur in
bioelektrochemischen Systemen getestet, in denen Uber vier Stunden ein Potential von

0 mV gegen NHE und anschliel3end +500 mV gegen NHE angelegt wurde. In diesen
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Versuchen wurde die Vorkultur bereits induziert um maoglichst hohe Ausbeuten zu

erzielen.
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Abbildung 24: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSDAackA/pta (JG 1040) mit 10 mM Laktat und 5 mM
Arabinose. A: Stromdichte liber 168h, mit einem Potentialwechsel alle 4h von 0 auf +500 mV vs. NHE.
B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Bei einem kontinuierlichen Wechsel zwischen den Potentialen alle vier Stunden, zeigt
die Stromkurve bei jedem Potentialwechsel einen Sprung. Werte um 1 mA wurden bei
dem Potential von +500 mV gemessen und bei 0 mV Werte um 500 pyA. Vom Substrat
Laktat werden Uber 168 Stunden circa 8 mM umgesetzt, wahrend kein Acetoin auf der
HPLC nachgewiesen werden kann. Die Proben wurden immer beim 0 mV-Potential
entnommen. Auch hier konnte Acetat in geringen Mengen detektiert werden. Es wurde

eine durchschnittliche Stromdichte von 19,24 + 2,31 yA/cm? gemessen.

Im Weiteren wurde die Frequenz des Potentialwechsels gesenkt. Hierbei wurde fur 4h
ein Potential von +500 angelegt und anschlie®end flr 20h das gewohnte Potential von
0 mV.
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Abbildung 25:Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSDAackAlpta (JG 1040) mit 10 mM Laktat und 5 mM
Arabinose. A: Stromdichte liber 168h, mit einem Potentialwechsel 4h auf +500 mV vs. NHE zu 0 mV liber
20h. B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Uber 168 Stunden wird das gesamte Laktat umgesetzt und dabei 2,114 mM Acetoin
gebildet. Auch hier sieht man die Sprunge im Chronoamperogramm bei den
Potentialwechseln deutlich. Die Springe sind zum vorherigen Verlauf vergleichbar. Es

wurde ein durchschnittlicher Strom von 12,99 + 0,70 yA/cm? gemessen.

Zusatzlich ist zu vermerken, dass bei diesem Versuch in den 4 Stunden hohen
Potential 0,51 mM + 0,477 Laktat abgebaut werden. Von 48 h auf 52 Stunden werden
0,243 mM £ 0,089 Laktat abgebaut. Ein weiterer 4-Stundenwert wurde bei dem
Potentialwechsel von 72 auf 76 Stunden gemessen und die Laktatabnahme betrug
hier 0,454 mM % 0,987. In diesen Zeitrdumen wurden 0 mM, 0,711 mM £ 0,218 und
0,534 mM = 0,809 Acetoin gebildet.

Des Weiteren wurde diese Experiment mit dem Butandiolproduzenten
AAN::alsSDAackA/pta::budC (JG 1046), ebenfalls mit einer induzierten Vorkultur
durchgefuhrt.
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Abbildung 26: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSDAackA/pta::budC (JG 1046) mit 10 mM Laktat und
5 mM Arabinose. A: Stromkurve iiber 168h, mit einem Potentialwechsel 4h auf +500 mV vs. NHE zu 0 mV
liber 20h. B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat.

Hierbei wurden 1,9 mM Butandiol und 2,34 mM Acetat (nach Aufbrauchen von Laktat)
produziert aus 8,6 mM Laktat.

Um eine bessere Aussage uber die Abnahme- und Produktionsraten treffen zu kdnnen

wurden die Potentiale Uber 168h angelegt.
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Abbildung 27: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSDAackA/pta (JG 1040) mit 10 mM Laktat und 5 mM
Arabinose. Stromdichte iiber 168h mit einem konstanten Potential von +500 mV gegen. NHE (BEC 1-3 HP)
und 0 mV gegen NHE (BEC 1-3 LP).

Hierbei zeigte sich fur den Lauf bei hohem Potential (+500 mV gegen NHE (HP)) eine
durchschnittliche Stromdichte Gber 120h von 41,84 + 2,32 pA/cm?2. Wohingegen bei
dem niedrigen Standardpotential von 0 mV (LP) gegen NHE 23,57 + 0,67 pA/cm?2.
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Abbildung 28: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSDAackA/pta (JG 1040) mit 10 mM Laktat und 5 mM
Arabinose. A: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat aus dem Lauf bei +500 mV gegen NHE tiber 168h.
B: HPLC-Daten gemittelt aus dem Triplikat aus dem Lauf bei 0 mV gegen NHE uiber 168h.

Aus circa 8 mM Laktat werden 1,91 mM Acetoin im hohen Potential gebildet und
1,3 mM mit niedrigem Potential nach 120h Laufzeit. In diesem Ansatz wird wieder nach
Aufbrauchen des Substrats Acetat gebildet, obwohl der Stamm nicht mehr Uber die

Acetatkinase und Phosphotransacetylase verfugt.

A B Il 2).::alsSDAackA/pta (JG 1040) HP
aa- [ ax:alsSDAackA/pta (JG 1040) HP| = Il 2).:alsSDAackA/pta (JG 1040) LP

I A::alsSDAackA/pta (JG 1040) LP
30 2 2 < o
) \]] ~ o ',: B g
- o
=25 @ - =
= * o [
£ - =
— c
o S
2,0 S
£z g g
2 TS g
RS IR g =
5 8 <
§ 1,0 1 T g
’ <
b ©
0,5 3 N
8 P
=)
0,0 -1,0 T T T T T
0>24 24>47 47571 71>96 96>120 0>24 24>47 47571 71>96 96>120
h-Schritt h-Schritt

Abbildung 29: Darstellung der Substratabnahme und Produktion von Acetoin aus dem BEC-Experiment mit
dem Stamm AA::alsSDAackA/pta (JG 1040) und einem Potential von +500 mV gegen NHE (HP) und 0 mV

gegen NHE (LP) liber 168h A:Laktatabnahme gemittelt aus den Triplikaten. B: Acetoinproduktion gemittelt
aus den Triplikaten.

Hierbei zeigte sich zusatzlich, dass zu Beginn von beiden Ansatzen etwa 1 mM Laktat
in 24 Stunden umgesetzt werden. Die Laktatumsatzrate nimmt im hohen Potential auf
etwa 2,5 mM/23h bzw. 24h zu und sinkt dann auf 1,77 mM/25h bzw. annahernd 0, da
das Laktat aufgebraucht ist. Im niederen Potential gibt es einen Anstieg bis etwa

2,18 mM/24h und auch dann einen Abfall auf O bei Aufbrauchen des Substrates.
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Wahrend unter niederem Potential die Acetoinproduktionsrate von 0 auf 0,932 mM/25h

ansteigt. Ist bei hohem Potential eine kurze Stagnation der Produktion zu erkennen.

Mit diesen Ergebnissen wurde eine Cokultivierung mit G. sulfurreducens durchgefuhrt
mit einem Potentialwechsel von 4h und 20h und Vorinduktion der S. oneidensis-Kultur

um eine Produktion von Acetoin nachweisen zu konnen.
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Abbildung 30: Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSDAackA/pta (JG 1040) in Cokultivierung mit
G. sulfurreducens (JG 407) mit 25 mM Laktat, 5mM Acetat als Substrat und 5 mM Arabinose zur Induktion.
A: Stromdichte liber 168h mit einem Potential von 0 mV gegen NHE als Kontrolle. B: Stromdichte mit einem
Potentialwechsel von 4h auf +500 mV vs. NHE und iiber 20h auf 0 mV gegen NHE.

Die Cokultivierung von G. sulfurreducens mit dem S. oneidensis-Stamm
AA::alsSDAackA/pta (JG 1040) in BEC-Experimenten wurde mit konstantem Potential
von 0 mV gegen NHE angelegt und zeigte eine durchschnittliche Stromdichte von
206,61 £ 68,59 pA/lcm?. Im gleichen Ansatz allerdings mit Potentialwechsel von 4 h auf
500 mV gegen NHE und uber 20 h auf 0 mV gegen NHE wurde eine durchschnittliche
Stromdichte von 283,19 £ 1,02 yA/cm? tber 168 Stunden im Duplikat gemessen. Die
dritte BEC zeigte nach dem Beenden des Laufes nach dem Ausplattieren eine
Kontamination. In dieser konnte ebenfalls kein Acetoin nachgewiesen werden. Sie
wurde bei den weiteren Analysen nicht berucksichtigt.
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Abbildung 31: HPLC-Ergebnisse des BEC-Laufs mit AA::alsSD AackA/pta (JG 1040) in Cokultivierung mit
G. sulfurreducens (JG 407) mit 10 mM Laktat und 5 mM Arabinose. Links: HPLC-Ergebnisse des BEC-Laufs
bei 0 mV gegen NHE als Kontrolle. Rechts: HPLC-Ergebnisse des BEC-Laufs bei einem Potentialwechsel

von 4 h auf +500 mV vs. NHE und tiber 20 h auf 0 mV gegen NHE.

In beiden Ansatzen wurde nach Vorinduktion der Vorkultur etwa 0,5 mM Acetoin

detektiert. In der HPLC wurde ein Acetoinsignal dargestellt, aber nicht ausgewertet,

weshalb auf eine kolorimetrische Messung zurlckgegriffen wurde.

In Abbildung 32 sind die gemittelten Stromdichten der BEC-Experimente tabellarisch
aufgefuhrt und nach Zeitpunkten getrennt. Da die Experimente zum Teil

unterschiedliche Laufzeiten hatten, dient dies der Vergleichbarkeit.
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Abbildung 32: Ubersicht iliber alle gemittelten Stromdichten. Zur Vergleichbarkeit in drei Zeitpunkte
unterteilt, Laufzeit iber 72h (A), Laufzeit iiber 120h (B) und Laufzeit iber 168h (C).

Die Stromdichten bei 72 Stunden konnen fur einen direkten Vergleich zwischen den
Stammen herangezogen werden. Bei den Acetoin-produzierenden Stammen zeigt der
Stamm Nr.5 (AA:alsSD) mit einer durchschnittichen Stromdichte von
25,86 £ 1,43 yA/lcm? die hdchste Stromproduktion in 72h. Der Butandiol-
produzierende Stamm Nr. 2 (AN mit pBAD-budC- alsSD) zeigt mit 28,94 + 3,14 yA/cm?
die beste Performance. In Co-Kultur zeigt der Stamm Nr. 5 (AA:alsSD) mit einer
durchschnittlichen Stromdichte 228,63 + 117,45 yA/cm?, allerdings mit gro3em Fehler.
Der Stamm der nicht mehr Uber AckA und Pta verfugt (Nr. 11/12 (AA:alsSDAackA/pta))
zeigte eine durchschnittliche Stromdichte von 191,9 bzw 198 pA/cm?. So scheint die
Vorinduktion keinen Unterschied zu machen. Allerdings spiegelt sich der
Potentialswitch in der Stromdichte wieder so ist dieser Stamm mit
284,25 + 14,13 yAlcm?2,

Neben der Stromproduktion kdnnen hier ebenfalls die Ausbeuten der Laufe dargestellt

werden.
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Abbildung 33: Endpunkt-Ausbeuten der BEC-Experimente. In blau ist die Acetoinausbeute und in griin die
Butandiolausbeute dargestellt. Acetat wurde in dieser Darstellung nicht beriicksichtigt.

Hierbei zeigte sich eine maximale Acetoinausbeute von 78% mit dem Stamm
ANAackA/pta mit pBAD-alsSD nach 72h. Gefolgt von AN mit pBAD-alsSD mit 63% nach
168h des BEC-Experiments. Die Butandiolausbeute ist bei den Stammen mit dem
pBAD-budC-alsSD-Plasmid am grofiten mit etwa 55%, allerdings ist hierbei etwa zu
einem Drittel Acetoin nachweisbar. Eine reine Butandiolausbeute von 45% ist im BEC-
Experiment mit dem Stamm AA::alsSDAackA/pta::budC (Nr. 10) nach Vorinduktion und
mit Potentialshift zu verzeichnen. Die Co-Kultivierungen wiesen nur eine geringe

Menge oder kein Acetoin auf.

Um eine Aussage uber die Effizienzen treffen zu kdnnen, wurde des Weiteren die
Coulomb Effizienz (CE) berechnet. Hierbei wurde folgende Formel verwendet (nach
Kipf et al., 2013):

t
N
CE =
NA *e* B x VReaktor * Cprodukt

Formel 1: Erkldrung der Abkiirzungen: CE=Coulomb Effizienz; fotl = Integration der Stromkurve in Ampere

iiber die Zeit in Sekunden; Na=Avogadro-Konstante (6,022*1023/mol); e=Elementarladung (1,602*10-'° C);
B=Anzahl der libertragbaren Elektronen (Mol); Vgreaktor=Volumen des Reaktors (L); cerodukt=Menge des
Produkts (Mol)

Hierfir wurde 4 Mol Elektronen fur die Acetatproduktion, 4 Mol Elektronen fur die
Acetoinproduktion, 2 Mol fir die Butandiolproduktion und 12 Mol je Kohlenstoffdioxid
(CO2) angenommen. Es wird zusatzlich angenommen, dass Laktat, welches nicht in

den Produkten wiedergefunden wurde vollstandig zu COz2 oxidiert wird.
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Aufgrund des gemischten Produktspektrums wurde fur die Experimente eine Gesamt-
CE ermittelt. Zur Berechnung der Gesamt-Coulomb Effizienz wurde folgendermalfien
verfahren:

CE _ Mol Elektronen (gemessen)
gesamt = 3 Mol Elektronen der Produkte

In Abbildung 34 sind die CE der BEC-Experimente dargestellt.

A\ mit pBAD-alsSD

AL mit pBAD-budC-alsSD
ANAackA/pta mit pBAD-alsSD
AMNAackA/pta mit pBAD-budC-alsSD
A\::alsSD

A\::alsSD mit pBAD-budC
A\::alsSD AackA/pta LP

A\::alsSD AackA/pta PS 4/4
A\::alsSD AackA/pta PS 4/20
A\::alsSD AackA/pta HP

A\::alsSD AackA/pta::budC PS 4/20
A\::alsSD AackA/pta mit pBAD-budC

0 I 25 50 75 I 1(|)0
Coulomb Effizienz [%]

Abbildung 34: Coulomb-Effizienzen der betrachteten Experimente in Bezug auf das Produkt iiber die
jeweilige Laufzeit.

Falls hierbei Werte Uber 100% entstehen, wird eine nicht erfasste Kohlenstoffquelle
als Laktat zusatzlich verwendet. Bei Zahlenwerten kleiner 100% ist von einem Verlust
der Elektronen an einen anderen Elektronenakzeptor wie z.B. Sauerstoff auszugehen.
Die héchste CE von etwa 80% wurde bei dem Lauf mit dem Stamm AA mit pBAD-
budC-alsSD (JG 998) erreicht. Gefolgt von AA mit pBAD- alsSD (JG 992) mit 53%. Der
Stamm AAAackA/pta mit pBAD-budC-alsSD (JG 1113) zeigte eine CE von etwa 47%
und AA::alsSDAackA/pta (JG 1040) im Experiment mit einem konstanten Potential von
+500 mV gegen NHE eine CE von 49,5%. Die Stamme AA::alsSDAackA/pta und
AN::alsSDAackA/pta::budC im Experiment mit einem Potentialwechsel von 4h hohes
Potential und 20h eine Potential von 0 mV gegen NHE zeigten eine CE von circa 25%

und 40,5%. Alle weiteren Experimente liegen zwischen 30 und 8%.
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4.4 Glycerinstoffwechsel

Glycerin ist ein dreiwertiger Alkohol der von Bakterien, wie Escherichia coli als Substrat
genutzt werden kann. Shewanella oneidensis besitzt nach Genomanalyse einige Gene
die auch von E. coli im Glycerinabbau genutzt werden. Dies ist zum einen die
Glycerinkinase (GIpK (SO4230)) und auch die FAD-abhangige Glycerin-3-Phosphat-
Dehydrogenase (SO0978) (Serres and Riley, 2006). Uber diese beiden Enzyme
konnte Glycerin zZu Glycerin-3-Phosphat und anschlie3end zZu
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) umgesetzt werden. DHAP wird dann Uber eine

Triose-lsomerase zu Triose-3-Phosphat umgesetzt.

Zunachst wurde Uber aerobe und anaerobe Wachstumsversuche getestet, ob der
S. oneidensis-Wildtyp in der Lage ist, mit Glycerin als Substrat zu wachsen. Hierfur
wurde der Wildtyp mit einer ODesoo von 0,05 in 25 ml Erlenmeyer-Kolben inokuliert.
Dem Medium wurden 20 mM Glycerin als Substrat zugesetzt. In Kontrollen wurde kein
Glycerin zugegeben. Zusatzlich wurde eine anaerobe Wachstumskurve mit Glycerin
und Fumarat angesetzt, welche keine ODesoo-Zunahme zeigte. Die beiden aeroben
Ansatze zeigten eine OD-Zunahme auf ODsoo 0,13. Da diese unabhangig von der
Glycerinzugabe war, war das Zellwachstum vermutlich auf die Verstoffwechslung der
zugesetzten 0,1% Casaminosauren zuruckzufuhren. Darum wurde der Versuch mit
Medium wiederholt, das nur 0,01% Casaminosauren enthielt. Hier war kein Wachstum

mehr zu detektieren.
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Abbildung 35: Wachstumskurve mit S. oneidensis Wildtyp in PBS-Medium mit Laktat als Positivkontrolle
und Glycerin unter oxischen Bedingungen. Ein weiterer Ansatz mit Glycerin und Fumarat in PBS-Medium.
Mit Laktat zeigt der Wildtyp den gewohnten Verlauf mit einem Anstieg der OD von 0,1 auf 0,68 in 10h. Unter
aeroben Bedingungen mit Glycerin und 0,1% CAS steigt die OD von 0,1 auf 0,27, wahrend unter anoxischen
Bedingungen kein Wachstum zu verzeichnen ist. Nach Reduktion der Casaminoséauren auf 0,01% ist kein
Wachstum auf Glycerin mehr zu verzeichnen. Die Kontrolle auf Laktat wachst von 0,05 auf 0,35.
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Die Versuche zeigen, dass Glycerin nicht als Kohlenstoffquelle verwendet werden
konnte. Daher wurde ein Stoffwechselweg konzipiert und die entsprechenden
codonoptimierten Gene auf einem pUC-Plasmid bei GenScript geordert. Nach einer
Genomuberprifung konnte der Transporter AgqdZ identifiziert werden der auch
unspezifisch flr den Transport von Glycerin zustandig sein kann. Es wurde zunachst
von einer funktionellen Glycerinkinase ausgegangen. Darum wurden die Enzyme fur
einen Abbauweg von Glycerin-3-Phosphat ausgehend integriert. Uber Reduktion von
NAD* zu NADH wird Glycerin-3-Phosphat zu Dihydroxyacetonphosphat (DHAP)
oxidiert. DHAP sollte Uber die Methylgyoxalsynthase zu Methylglyoxal umgesetzt
werden, welches ein Zellgift darstellt (Misra et al., 1995). Daher ist der Organismus
darauf angewiesen Methylglyoxal schnell zu verstoffwechseln, welches einen Flux in
Richtung Laktat Uber die Cofaktor-freie Glyoxalase Ill erzwingen sollte (Misra et al.,
1995; Subedi et al., 2011).

Nachdem auch die Integration dieses Stoffwechselwegs S. oneidensis nicht dazu
befahigte auf Glycerin zu wachsen, wurde da S. oneidensis nur Uber einen
unspezifischen Transporter verfugt, zusatzlich GIpF als Glycerin-spezifischer
Transporter aus E. coliintegriert. Dies erfolgte nach dem Restriktionsverdau des bisher
genutzten Plasmids mit Spel, anschlieliender Dephosphorylierung und einer Gibson-

Reaktion mit dem Insert, welches mit den Primern Nr. 26 und 27 hergestellt wurde.
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Abbildung 36: Synthetischer Glycerinabbauweg auf einem pBAD-Plasmid. In rot sind die von E. coli
kommenden Glycerinabbaugene dargestellt und in orange die S. oneidensis eigene Glycerinkinase. GlpF
ist in der Cytoplasma-Membran lokalisiert (Fu et al., 2000).
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Abbildung 37: Wachstumskurve in PBS-Medium mit Glycerin mit 0,01% Casaminosauren (CAS) mit dem
Stamm S. oneidensis mit pPBAD-mgsA-hchA-gpsA-gipF zeigt kein aerobes Wachstum.

Da auch die Integration dieses weiteren Gens zu keinem Wachstum fuhrte, wurde via
Realtime-PCR Uberpruft, ob alle Gene exprimiert werden. Dazu wurde der Stamm zum
einen aerob auf Glycerin und zum anderen anoxisch auf Glycerin/DMSO bzw.
Laktat/Fumarat angezogen. Die RNA wurde aus den zusammengenommenen
Triplikaten isoliert und anschlieRend analysiert. Die Expressionsstarken wurden auf

das Haushaltsgen rpoA bezogen.
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Abbildung 38: Expression der Glyceringene bezogen auf rpoA. In orange ist die nicht induzierte Vorkultur
gezeigt, in grau die Laktat-Fumarat-Kultur und in den Rotténen die jeweiligen Glycerin-Ansatze. Fiir die
gezeigte Darstellung wurde in der jeweiligen Probe rpoA gleich 1 berechnet und das Verhiltnis der
untersuchten Gene zu rpoA berechnet. AnschlieBend wurden die Unterschiede zu rpoA aufgetragen
(XGen-1).

Hierbei zeigte sich, dass die Glycerinkinase geringer exprimiert war als die restlichen
Gene. Darum wurde die S. oneidensis eigene Glycerinkinase zusatzlich in das Plasmid
integriert. Dies erfolgte mittels Restriktionsverdau mit Spel, anschlieRender
Dephosphorylierung und Gibson-Reaktion mit dem glpK-Fragment, welches mit den

Primern Nr. 28 und 29 hergestellt wurde.

Da eine Wachstumskurve keinen OD-Anstieg verzeichnen lie3, wurde dieser Stamm
in einem Zellsuspensionsassay getestet.
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Abbildung 39: Zellsuspensionsassay mit dem Stamm S. oneidensis pBAD-mgsA-hchA-gpsA-gipF-gipK.
Zum einen aerob mit Glycerin und zum anderen mit Glycerin/Fumarat in PBS-Medium. Komplementation
mit 0,1 mM Arabinose und 50 pg/ml Kanamycin.

FUr den synthetischen Glycerin-Abbauweg muss zunachst ATP investiert werden,
daher war die Uberlegung, ob dem Organismus die Energie zum Wachsen fehlt.
Darum wurde im nachsten Schritt ein Zellsuspensionsassay angesetzt um die
Abnahme von Glycerin Uber die HPLC zu detektieren und Wachstum nicht als einzigen
Indikator fur die Funktionalitat zu nutzen. Hierbei lie3 sich keine Abnahme der
Glycerinkonzentration messen, zusatzlich besitzt Fumarat im RI-Detektor die gleiche
Retentionszeit wie Glycerin. Deshalb wurde via Glycerol-Free-Reagent ein Glycerin-
Nachweis durchgefuhrt. Auch hier war keine Abnahme von Glycerin nach 408 h im

anaeroben und nach 72h im aeroben Ansatz zu erkennen (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Auswertung der Glycerinkonzentration erfolgte liber die Glycerol-Free-Reagent und die
weitere Analyse mittels HPLC. A: Glycerinkonzentrationen des aeroben Ansatzes mit dem Stamm
S. oneidensis pBAD-mgsA-hchA-gpsA-gipF-gipK. B: Konzentrationen des anaeroben Ansatzes mit dem
Stamm S. oneidensis pBAD-mgsA-hchA-gpsA-giIpF-gipK.
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Allerdings konnte nach 24h Succinat und nach 408h auch Acetat und Pyruvat
nachgewiesen werden. Dies warf die Frage auf, was verstoffwechselt wird, wenn nicht
Glycerin als Substrat dient.

Um dies zu untersuchen wurde der Stamm in Glycerin/DMSO und Fumarat-Medium

ohne Elektronendonor im Zellsuspensionsassay getestet.
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Abbildung 41: Zellsuspensionsassays mit S. oneidensis mit pBAD-mgsA-hchA-gpsA-gipF-gipK.
A: OD-Messung des Zellsuspensionsassays B: HPLC-Daten des Glycerin-DMSO-Ansatz dabei entsteht
etwa 2 mM Acetat ohne Glycerinabnahme. B: HPLC-Daten des Fumarat-Mediums ohne Elektronendonor,
dabei entstehen etwa 11 mM Succinat und 10 mM Pyruvat.

Die weiteren Zellsuspensionsassay fuhrten ebenfalls zu keiner messbaren Abnahme
von Glycerin, aber einem Auftreten von Acetat zu 2 mM. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass Fumarat in gewissen Anteilen in Succinat und Pyruvat umgesetzt wird,

wenn kein anderer nutzbarer Elektronendonor vorhanden ist.

Zusatzlich wurde Uberpruft, ob es zu einer Ankonzentration von Methylglyoxal im
Medium aufgrund eines nicht vollstandig ablaufenden Glycerinabbauwegs kommt.
Hierzu wurde Methylglyoxal auf der HPLC aufgetrennt. Es besitzt im RI-Detektor eine

Retentionszeit von 11,8. Laut Literatur sind bereits Konzentrationen von etwa 1,2 mM



Ergebnis Seite 106

hemmend fur E. coli (Rabie et al., 2016). An dieser Stelle konnte allerdings kein HPLC-
Signal identifiziert werden, jedoch geringe Mengen an Succinat (Retentionszeit 11,2),
die aber unterhalb der detektierbaren Konzentrationen lagen.

4.5 Cellulosestoffwechsel

Neben Glycerin wurde in dieser Arbeit ebenfalls Cellulose als Substrat eingesetzt. In
der Arbeitsgruppe wurde in Vorarbeiten eine Cellulase an eine verkurzte Version eines
I6slichen auReren Membrancytochroms (MtrF) gekoppelt (Dietrich, 2015). Dies diente
dem Nachweis, welche Bereiche von MtrF flr den Transport aus der Zelle notwendig
sind. Die fusionierte Cellulase ermdglicht den Abbau von Cellulose zu Cellobiose-
Untereinheiten. Cellobiose besteht aus zwei 3-1,4-glycosidisch verknupften Glucose-
Monomeren. Zum weiteren Abbau der Cellobiose wird daher eine Cellobiase oder
auch B-1,4-Glucosidase bendtigt. Hierzu wurde S oneidensis mit Lactococcus lactis
DSMZ 20481 kultiviert. Vorteil dieser Kultivierung ist das L. lactis homofermentativ aus

Cellobiose Laktat bildet. Laktat wird von S. oneidensis genutzt und zu Acetat

umgesetzt.
Cellulose
s ~ \> Cellobiose
Cellulose AuRere Membran
- - ~ W R R R AR AR A Cytoplasmamembran
 Cellobiose _
L. lactis Cellobiose—»Glucose

e ~N
. Laktat ) s Laktat

Acetat Laktat —> Acetat
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Abbildung 42: Schema der Co-Kultivierung von S. oneidensis mit L. lactis. Cellulose wird liber die
freigesetzte Cellulase zu Cellobiose umgesetzt. Diese wird anschlieBend von L. Jactis liber Glucose zu
Laktat verstoffwechselt. Laktat wird von S. oneidensis genutzt und zu Acetat umgesetzt.
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Zunachst wurde in einem angepassten M4-Medium getestet, Welche

Wachstumschrakteristika L. lactis in verschiedenen Minimalmedien aufweist.
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Abbildung 43: Wachstumskurve mit L. Jactis mit verschiedenen Elektronendonoren zum einen in LB und
zum anderen in M4-Medium.

Es zeigt sich das L. lactis, sowohl in LB als auch M4-Medium, mit Glucose bzw.
Cellobiose wachsen kann. Arabinose wurde getestet, da es als Induktor in den
weiteren Versuchen eingesetzt wurde. In diesem Medium wurde kein Wachstum
detektiert.

Im Weiteren wurde L. lactis gemeinsam mit vier verschiedenen S. oneidensis-
Stammen mit Carboxymethylcellulose als Substrat inkubiert. Die Zugabe von 5 mM

Laktat sollte die initiale Cellulaseproduktion ermdglichen.
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Abbildung 44: Wachstumskurve mit L. lactis und vier verschiedenen S. oneidensis-Stammen. In schwarz
(Rechteck) ist der Versuch mit S. oneidensis MR-1, in dunkelgrau (Kreis) mit S. oneidensis mit
pBAD-celstrep, in hellgrau (Dreieck nach oben) S. oneidensis mit pBAD-céelstrep-mitrFissiich und in hellgrau
(Dreieck nach unten) S. oneidensis mit pBAD-celstrep-mtrFissichAAS22-182 dargestellt. Die beiden Stamme
wurden in einem Verhéltnis von 1:1 mit einer jeweiligen StartOD von 0,1 eingesetzt und in M4-Medium mit
Hefe, Laktat und CMC inokuliert. Es wurde kein Kanamycin zugegeben, aber 0,2 mM Arabinose zur
Induktion. A: OD der Wachstumskurve iiber 221,5h. B: Acetatauswertung via Enzymtest, da die Lésung zu
viskos fiir eine HPLC-Messung war.

L. lactis wurde mit den vier verschiedenen S. oneidensis-Stammen
S. oneidensis MR-1,  S. oneidensis mit  pBAD-celstep, S. oneidensis  mit
pBAD-celstrep-mirFissicn  und S. oneidensis mit pBAD-celstrep-mirFissich AAS22-182
kultiviert. Als Negativkontrollen dienten hierbei die Ansatze mit dem Wildtyp
(S. oneidensis MR-1) und S. oneidensis mit pBAD-celstrep. In diesen Ansatzen kann die
Cellulase nicht Uber die Membran nach aufden transportiert werden, um die Cellulose
zu zersetzen. Durch die Kopplung an das aul3ere Membran Protein MtrF wird der
S. oneidensis-Transportmechanismus fur aulere Proteine genutzt. Es wurden
zweierlei Versionen getestet zum einen das vollstandige MtrF-Protein und zum
anderen eine verkurzte Version, bei der die Aminosauren 22-182 deletiert wurden
(Dietrich, 2015). Bei beiden MtrF-Versionen handelt es sich um I6sliche Varianten, da

der Lipidanker ebenfalls entfernt wurde.

Hierbei zeigte sich eine Zunahme der ODsoo von 0,2 auf 0,441 und 0,406 der beiden
Negativkontrollen. Die beiden Ansatze mit der I6slichen Cellulase zeigten einen
Anstieg auf 0,302 und 0,284. Um eine Aussage Uber die Umsetzung von Cellulose
nachweisen zu konnen, wurde mittels Acetat-Enzymtest die Acetatkonzentration
bestimmt. Da ebenfalls 5 mM Laktat im Medium vorhanden war, wurden auch in den
Negativkontrollen Acetat nachgewiesen. Die Ansatze mit dem Wildtyp zeigten eine

Endkonzentration von 7,9 mM Acetat. Wahrend die Co-Kultivierung mit S. oneidensis
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mit pBAD-celktep €ine Acetatkonzentration von 15,6 mM aufwies. Im Ansatz mit
S. oneidensis mit pBAD-celsirep-mitrFissich  konnte eine  Konzentration von
14,2 mM Acetat nachgewiesen werden und mit S. oneidensis  mit
pBAD-celstrep-mirFissichAAS22-182 eine Acetatkonzentration von 19,1 mM. Somit
konnte in einem ersten Ansatz gezeigt werden, dass die Umsetzung von Cellulose zu
Acetat moglich war. Die Medien zeigten ebenfalls eine Veranderung der Viskositat. In
den Ansatzen mit Cellulase wurden die Medien deutlich flussiger.

Zum weiteren Vereinfachen der Handhabung sollte S. oneidensis ohne die
Cokultivierung in der Lage sein, Cellulose umzusetzen, hierzu wurde aus L. /actis die
Cellobiase mit den Primern Nr. 44 und 43 amplifiziert und in einen pBAD-Vektor
kloniert. In Wachstumskurven wurde zunachst mit dem Wildtyp auf ODsoo-Zunahme
getestet. Die Kulturen wurden mit 0,1 mM Arabinose induziert und es wurde zu jeder
Kultur mit pBAD-Plasmid 50 pg/ml Kanamycin zugegeben. Durch die Erfahrungen aus
den Glycerin-Wachstumskurven wurde in diesem Versuchsteil die Konzentration der

Casaminosauren zu Beginn auf 0,01% gesetzt.
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Abbildung 45: Wachstumskurve des Wildtyps auf Cellobiose und ohne Elektronendonor als Kontrolle und
Wildtyp mit pBAD-celA auf Cellobiose. Das Medium wurde mit 0,1 mM Arabinose und Kanamycin 50ug/ml
komplementiert.

Sowohl der Wildtyp als auch der Wildtyp mit der Cellobiase zeigten kein Wachstum
auf Cellobiose. Da S. oneidensis nur nach Adaption an Glucose, Glucose als Substrat
nutzen kann, ist dies gegebenenfalls auch eine Hinderung beim Umsetzen von

Cellobiose. Cellobiose wird durch die Cellobiase in Glucose und Glucose-Phosphat
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gespalten. Um diese Limitierung zu umgehen wurde der Wildtyp Glucose adaptiert. In

Abbildung 46 ist der theoretische Abbauweg schematisch dargestellt.
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Abbildung 46: Potentieller Cellulose-Abbauweg in S. oneidensis uber die Integration des
Cellobiase-Operons von L. lactis und der Cellulase aus Streptomyces spec.

Fir die  Glucoseadaption wurde S. oneidensis viermal in  neues
Glucose-Minimalmedium (PBS) uberfuhrt und anschliel3end auf

Glucose-Minimalmedium-Platten ausplattiert. Eine gewachsene Einzelkolonie wurde
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erneut in Minimalmedium (PBS mit Glucose) Uberfuhrt und anschlie®end als Cryostock
konserviert. In allen weiteren Schritten wurde der Stamm stets in Glucose-PBS-

Medium angezogen oder ausplattiert auch nach der Transformation mit pBAD-celA.

—=— Wildtyp Laktat
—e— Wildtyp Glucose
—A— Wildtyp, 4, Glucose

—=— Wildtyp, 4, PBAD-celA Cellobiose/Fumarat
0,4 —o— Wildtyp, 4, PBAD-celA Cellobiose
—4— Wildtyp, s, PBAD-celA Glucose

ODSOO

£0,157

—$ 0,087
0,075

0,0 T T 1

Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 47: Wachstumskurve in PBS-Medium mit 0,01% Casaminoséuren und Cellobiose (10 mM) oder
Glucose (20mM) als Elektronendonor. A: S. oneidensis Wildtyp und adaptierten Stammen B: S. oneidensis
an Glucose adaptiert mit pBAD-celA. In diesen Anséatzen wurde 0,1 mM Arabinose und Kanamycin 50 pg/ml
komplementiert.

Der Wildtyp wachst unter oxischen Bedingungen in 8h mit Laktat von OD 0,064 auf
0,36. Der Wildtyp auf Glucose zeigt kein Wachstum in 24h, wahrend der adaptierte
Stamm von 0,075 auf eine OD von 0,13 wachst. Der Glucose adaptierte Stamm mit
pBAD-celA mit einer StartOD von 0,02 wachst in 53 Stunden auf OD 0,157. Wahrend

kein Wachstum auf Cellobiose, weder aerob noch anaerob, zu verzeichnen ist.

Grinde fur das fehlende Wachstum koénnten der Cellobiose-Transport oder der
Induktionsstarke sein. S. oneidensis besitzt einen annotierten Transporter Crr fur den
Transport von Glucose, Galactose und Cellobiose (BioCyc). Zusatzlich wurde der
Lactococcus eigene Cellobiose-Transporter PtrABC mit den Primern Nr. 42 und 45
versucht auf ein pBAD-Plasmid zu integrieren. Da eine fehlende Funktionalitat des
Shewanella-eigenen Transporters angenommen wurde. Diese Klonierung steht zum

aktuellen Zeitpunkt noch aus.

In einem weiteren Ansatz wurde der Glucose-adaptierte Stamm mit pBAD-celA mit
einer hoheren Induktionsstufe in einem Wachstumsversuch kultiviert. Hierbei wurden
zum einen 10 mM Glucose und 10 mM Cellobiose zum oxischen PBS-Medium
hinzugegeben. Die Start-OD war 0,015 die Induktion erfolgte mit 1 mM Arabinose. Fur
den Erhalt des Plasmids wurde 50 pg/ml Kanamycin zugegeben (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Wachstumskurve und HPLC-Daten von dem an Glucose-adaptierten S. oneidensis Wildtyp
mit pBAD-celA. Arabinose wurde als Induktor in einer Konzentration von 1 mM zugegeben und Kanamycin
50 pg/ml fiir den Erhalt des Plasmids. A: Wachstumskurve iiber 120 bzw. 240h. B: HPLC-Daten zur
Wachstumskurve mit Glucose. C: HPLC-Daten zur Wachstumskurve mit Cellobiose.

In 120 Stunden ist die OD von 0,015 auf 0,564 im Ansatz mit Glucose gestiegen,

wahrend im Ansatz mit Cellobiose ein Anstieg auf 0,053 zu verzeichnen ist.

In 70h wurde etwa die Halfte der Glucose verstoffwechselt und nach zuséatzlichen 50h
weitere 4 mM Glucose. Die Cellobiose-Ansatze wiesen im Anfangswert eine
Cellobiosekonzentration von etwa 9 mM auf. Es wurde Uber die HPLC keine Abnahme

des Substrats gemessen und auch kein Entstehen anderer Substanzen detektiert.
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5 Diskussion

5.1 Elektrodenperformance

Unter Stressbedingungen wie UV-Licht-Exposition oder Nahrungsmangel induzieren
Phagen die Zelllyse. Die Deletion von Phagen sollte daher zu einer stabileren
S. oneidensis-Kultur unter Stressbedingungen flihren. Wahrend die Deletion des
A-Phagen zu einer Stromsteigerung von 1,34 und einer erhohten Zellzahl auf der
Anodenoberflache im Vergleich zum Wildtyp flhrte, sind bei den weiteren Deletionen
der Prophagen keine weiteren Leistungs- und Zellzahlsteigerungen zu verzeichnen
gewesen. Godeke et al. (2011) beschreiben, dass die Deletionen der Phagen zu einer
verminderten Biofilmbildung fuhrt, hierbei scheint der A-Phage den grofdten Beitrag zu
leisten (Godeke et al., 2011). Die Autoren zeigen zusatzlich, dass zumindest der A-
Phage und MuSo2-Phage zu Zelllyse fuhren konnen (Godeke et al., 2011). Durch
Zelllyse wird DNA frei (eDNA), welche der Adhasion zwischen den Zellen und als
Biofilmsubstratum dienen kann. Es gibt allerdings auch weitere extrazellulare polymere
Substanzen (EPS) wie diverse Zucker und Proteine die ebenfalls Biofilmbildung
unterstutzen konnen (Vu et al., 2009; Godeke et al., 2011).

Somit ist davon auszugehen, dass die einzelne Deletion des A-Phagen zu einer
Erhéhung der Stabilitat der Kultur flhrt, welche in hdher messbaren Stromdichten zu
sehen war. Es konnte aber auch gezeigt werden, dass mit der schrittweisen Deletion
die Stromproduktion nicht Uber das AA-Niveau erhoht werden konnte und mit keiner
verbesserten Anheftung auf der Anode einherzugehen scheint. Somit ist zu
spekulieren, dass mit der Deletion des A-Phagen das richtige Mal} an Stabilitat der
Zellkultur mit Anodenanheftung noch maoglich ist. Wahrend bei weiteren Deletionen die
Anheftung aufgrund fehlender Biofilmkomponenten verringert wird und die Stabilitat
der Kultur keinen weiteren Einfluss auf die Stromproduktion besitzt. Im Falle der
A-Mutante  kéonnten auch durch die geringere Zelllyse eine bessere
Elektrodenperformance gezeigt werden, da weniger Zelllyse-Produkte die
Elektrodenoberflache blockieren kdnnten. Da die weiteren Deletionen nicht die erhoffte
erhdhte Stromproduktion zeigten, wurde im Weiteren nur mit der Einzelmutante

weitergearbeitet.
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5.2 Metabolic Engineering

Da S. oneidensis nur ein eingeschranktes Substratspektrum besitzt, wurden in dieser
Arbeit zwei weitere Substrate versucht dem Modellorganismus zuganglich zu machen.

Hierbei wurden zwei Substrate gewahlt, die als billige Rohstoffe gelten.

5.2.1 Cellulosestoffwechsel

Cellulose ist als nachwachsende Ressource bereits Mittelpunkt vieler Arbeiten. Um
S. oneidensis nun den Abbau dieses schwerloslichen Polysaccharids zu ermdglichen,
wurde der Stamm genetisch modifiziert. Hierbei fuhrte die Integration einer
Endocellulase von Streptomyces spec. (Celswep) wie in Vorarbeiten gezeigt zu der
Fahigkeit Carboxymethylcellulose (CMC) zu Cellobiose umzusetzen (Dietrich, 2015;
Edel, 2018). CMC ist eine in Wasser I6sliche Variante von Cellulose und konnte so in
Versuchsansatzen in definierten Mengen hinzugegeben werden. Fur den Transport
der Cellulase aus S. oneidensis wurde sie an eine losliche Version des aulleren
Membranproteins MtrF gekoppelt (Dietrich, 2015). In weiteren Vorarbeiten wurden
verschiedene Bereiche von MtrF deletiert um herauszufinden, welche Domanen fur
den Transport Uber die Membran notwendig sind (Dietrich, 2015). In dieser Arbeit
wurde neben dem Stamm mit pBAD-celstrep-mtrFissich (JG 1016) auch der Stamm mit
dem Plasmid pBAD-celstrep-mirFissicnAAS22-182 (JG 1018) verwendet. Hierbei ist die

Cellulase jeweils an den N-Terminus des Cytochroms gekoppelt.

Der Stamm JG 1018 =zeigte in den gezeigten Co-Kultivierungen die hdchste
Acetatproduktion mit 19,06 mM. Der Stamm mit dem Plasmid pBAD-celstrep-mtrFissiich
(JG 1016) zeigte mit 14,16 mM Acetat eine geringere Produktion. Dies ist vermutlich
dem Aufwand geschuldet, ein gro3eres Protein zu synthetisieren bzw. dieses aus der
Zelle zu schleusen. Zudem wird immer haufiger diskutiert, dass die Expression von
zusatzlichen oder organismenfremden Genen, den genutzten Organismus in
metabolischen Prozessen beeintrachtigen, was zu Produktionseinbulden fuhren kann
(Glick, 1995; Wu et al., 2016).

In dieser Co-Kultivierung wurden zusatzlich zwei Negativkontrollen durchgefuhrt mit
einem Stamm, der eine unlésliche Cellulase exprimiert und dem Wildtyp. Die
Co-Kultivierung des Stammes mit pBAD-celstep (JG 1015) zeigte eine
Acetatkonzentration von 15,56 mM und auch die Kultivierung mit dem Wildtyp zeigte
eine messbare Acetatproduktion von 7,9 mM. Dem Medium wurde 5 mM Laktat
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zugesetzt um die initiale Enzymproduktion flr den Celluloseabbau zu ermdglichen. Die
hohe Acetatausbeute durch die ungekoppelte Cellulase ist vermutlich Zelllyse
geschuldet und damit einer Freisetzung der Cellulase in das Medium.

Nach den erfolgreichen Vorversuchen in der Co-Kultivierung mit Lactococcus lactis
DSM 20841 wurde nach einer Moglichkeit gesucht S. oneidensis ohne Co-Kultivierung

Cellulose zuganglich zu machen.

Hierzu wurde die Cellobiase aus L. lactis zunachst Uber ein pBAD-Plasmid eingefugt.
Sowohl S. oneidensis als auch dessen Glucose-adaptierte Version zeigten kein
Wachstum auf Cellobiose unter oxischen oder anoxischen Konditionen. Laut BioCyc
ist der in der Cytoplasma-Membran lokalisierte Transporter Crr auch fur den Transport
von Cellobiose zustandig. Rodionov et al. (2010) verweisen im Vergleich von mehreren
Shewanella-Genomen auf ptsHI-crr und ptsG, welches zum E. coli PTSC° homolog ist
(Rodionov et al., 2010). Die Bezeichnung bei UniProt lautet ebenfalls
Phosphotransferase-System (PTS) Glucose-spezifische IIA Komponente Crr flr
S. oneidensis. Dennoch ist dieser Trasnporter vermutlich nicht funktionell.

Um eine Aufnahme von Cellobiose zu ermoglichen, sollte in weiteren Arbeiten der
L. lactis-Transporter PtrABC integriert werden, um eine Aufnahme zu ermdglichen. Als
weitere Moglichkeit bietet sich an, die Cellobiase CelA an das |6sliche aulere
Membran Cytochrom MtrFissiich in einer vergleichbaren Weise zur Cellulase Celstrep zu
koppeln. Dies wiurde den Transport der Cellobiase Uber die Membran ermdglichen.
Aulerhalb der Zelle wirde so Cellulose zu Glucose Uber die beiden Enzyme Celstrep
und CelA abgebaut werden. Der Glucose-adaptierte Stamm ware dann in der Lage
Glucose zu verstoffwechseln. Der potentielle Weg ist in Abbildung 46 dargestellt.
Durch den Verlust von NagR, wahrend der Adaption von S. oneidensis an Glucose,
wird das Nag-Operon flr den Abbau des Glucose-Analogons N-Acetylglucosamin
konstitutiv exprimiert, wodurch Glucose aerob umgesetzt werden kann (Chubiz and
Marx, 2017). Chubiz et al. (2017) wiesen nach, dass hierfir der NAG-Transporter
(NagP) und die NAG-Kinase (NagK) bendtigt werden. Diese Enzyme ermdglichen die
Aufnahme und Phosphorylierung von Glucose. Uber eine C'-Analyse konnte die
Umsetzung von Glucose Uber den Entner-Doudoroff-Stoffwechselweg (ED) gezeigt
werden (Chubiz and Marx, 2017).
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Abbildung 49: Potentieller Abbauweg von Cellulose liber I6sliche Cellulase und Cellobiase. Hierbei soll
Cellulose auBerhalb der Zelle zu Cellobiose umgesetzt werden. Die Cellobiase wandelt Cellobiose in
Glucose um. Nach der Adaption von S. oneidensis an Glucose ermdglicht der Transporter NagP die
Aufnahme von Glucose in das Cytoplasma. Die Kinase NagK ermdglicht das Einspeisen von Glucose-P in
den Entner-Doudoroff-Stoffwechselweg (ED) und damit die Produktion von Pyruvat bzw. Acetat.

5.2.2 Glycerinstoffwechsel

Als weiteres Substrat sollte Glycerin verwertbar gemacht werden. Hierfur wurde ein
neuer Stoffwechselweg konzipiert, bestehend aus einer Glycerin-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GpsA), einer Cofaktor-freien Glyoxalase Il (HchA), einer
Methylglyoxalsynthase (MgsA) und dem Glycerin-Transporter (GlpF) aus E. coli
(Abbildung 50). Auf dem pBAD-Plasmid befanden sich damit die Gene unter der
Regulation eines Arabinose-induzierbaren Promoters in der Reihenfolge: mgsA, hchA,
gpsA und glpF. Dies entspricht nicht der Reihenfolge in der sie im Stoffwechselweg an
der Reihe waren. Die Anordnung erfolgte mit der Idee durch die Expression des Gens
fur die Methylglyoxalsynthase den Druck auf die Zellen zu erh6hen und eine schnellere
Glycerin-Umsetzung zu erzielen. Allerdings konnte mit diesem Plasmid keine
Glycerinabnahme detektiert werden. Es wurde der Stamm in verschiedenen Medien
kultiviert und anschlieRend die RNA isoliet um eine Aussage Uber die
Expressionslevel der Gene treffen zu konnen. Da bei den Kultivierungen mit Glycerin
kaum bis kein Wachstum detektierbar war. Wird im Weiteren auf die Laktat-Fumarat-
Kultur eingegangen. Die Gene die auf dem Plasmid lokalisiert sind, wurden durch die
Induktion mit Arabinose in vergleichbaren Expressionsleveln nachgewiesen, wahrend
die S. oneidensis eigene Glycerinkinase geringer exprimiert wurde. Dies kann in

diesem Fall auch auf das Fehlen von Glycerin begrindet sein. Da aber auch in allen
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anderen Proben dieses Gen geringer exprimiert wurde im Vergleich zu rpoA ist dieses
Enzym vielleicht der Grund fur die fehlende Funktion des Glycerinstoffwechsels.
Darum wurde das Gen glpK aus S. oneidensis zusatzlich auf dem pBAD-Plasmid mit
den Genen mgsA, hchA, gpsA und glpF integriert. Diese Integration fihrte ebenfalls

zu keinem detektierbarem Wachstum und keiner Glycerinabnahme.

Um S. oneidensis die Produktion der Enzyme und des Transporters zu erleichtern,
wurden die Zellen in einem weiteren Ansatz vorinduziert. Hierbei sollte bei Beginn der
Wachstumskurve bzw. des Zellsuspensionsassays die bendtigten Glycerinabbau-
Enzyme zur Verfigung stehen. Dies wurde mit einem Acetoin-produzierenden Stamm
durchgefuhrt (AA::alsSD mit pBAD-mgsA-gpsA-hchA-glpF-glpK). Doch auch hier

konnte keine Glycerinabnahme nach 144h nachgewiesen werden.

Eine weitere Mdglichkeit fur die fehlende Verstoffwechselung von Glycerin kann neben
der Energiebilanz auch die Funktionalitat der Enzyme sein. So konnte der
Stoffwechselweg auf einer bestimmten Zwischenstufe ins Stocken geraten und die
Zellen vergiften. Dies kann beispielweise durch Methylglyoxal geschehen. Die
Funktionalitat der Enzyme kdnnte mittels eines Proteinassays geklart werden, in dem
die Zellen via FrenchPress aufgeschlossen werden und anschlielRend Glycerin-3-
Phosphat als Substrat in einer NAD* enthaltenen Pufferlosung zugeben wird. So kann
Uber die Reduktion von NAD* zu NADH die Funktionalitat dieser Komponente getestet
werden. Des Weiteren konnte Methylglyoxal als Substrat zugegeben und die

Laktatkonzentration im Zelllysat bestimmt werden.

Wie in Abbildung 50 dargestellt, kann auch laut KEGG-Analyse ein anderer Weg
durchlaufen werden. Flynn et al. (2010) zeigten das uUber die Integration einer weiteren
Triose-Isomerase, dass die Umsetzung von Glycerin zu Ethanol gesteigert werden
kann (Flynn et al., 2010). Das Enzym ist in Abbildung 50 mit einem Stern
gekennzeichnet. So konnte in weiteren Arbeiten der Abbau uber die zusatzliche

Integration einer Triose-Isomerase ermaoglicht werden.
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Abbildung 50: Mdgliche anaerobe Glycerinabbauwege. In rot sind die zuséatzlich eingefiigten Gene von
E. coli dargestellt und in orange die S. oneidensis eigenen Gene. Auf der rechten Seite der Abbildung ist
der lUber das Plasmid eingebrachte Weg dargestelit.

5.2.3 Acetoin- und Butandiolstoffwechsel

Die Acetoin- bzw. Butandiolproduktion in S. oneidensis wurden zum einen Uber die
Plasmide pBAD-alsSD, pBAD-budC und pBAD-budC-alsSD erreicht und zum anderen
uber die genomische Integration der jeweiligen Gene mit einem Arabinose-Promoter.

Die Induktionsstarke bei Plasmiden betrug 0,1 mM und bei genomisch integrierten
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Genen 5 mM Arabinose um eine vergleichbare Produktion von Acetoin und Butandiol

ZU erzielen.

Fiar die Produktion von einem Mol Butandiol oder Acetoin missen zwei Mol Laktat
eingesetzt werden. Unter anoxischen Bedingungen bildet S. oneidensis aus einem Mol
Laktat ein Mol Acetat und generiert dabei ATP.

Mit dem Stamm JG 992 (AN mit pBAD-alsSD) wurden maximale Ausbeuten von
106,67 £ 10,18% Acetoin und mit dem Stamm JG 998 (AN mit pBAD-budC-alsSD)
50,77 £ 10,65% Butandiol erreicht. Allerdings ist die Kohlenstoffbilanz in diesen Fallen
nicht ausgeglichen, da zusatzlich noch Acetat nachgewiesen werden konnte. Dies
konnte daran liegen, da es bei einer OD von 1 zu einer sehr schnellen
Verstoffwechselung von Laktat kommt. Der Zeitraum zwischen Inokulation und
Probennahme wurde mdglichst kurzgehalten, kann aber dennoch flr den Abbau des
Substrates verantwortlich sein. Da im Medium 10 mM Laktat eingewogen waren, aber
nur 5-7 mM in der Probe zum Zeitpunkt 0 nachgewiesen werden konnen. Fur die
Berechnung diente die Laktatbannahme und Produktzunahme in 4 Stunden. Weiterhin

konnte ein Teil der Casaminosauren genutzt worden sein um Produkte zu bilden.

Durch die Deletion der Acetatsynthese-Gene waren nach vier Stunden die einzig
detektierbaren Produkte im Zellsuspensionsassay Acetoin oder Butandiol. Hierbei
wurden die besten Ausbeuten durch den Stamm JG 1039 (AAAackA/pta mit pBAD-
alsSD) mit 100,93+ 37,8% erreicht. Mit Stamm JG 1113 (AAackA/pta mit pBAD-
budC-alsSD) wurden 40,79 + 6,36% Butandiolausbeute erreicht. Die AackA/pta-
Stamme zeigen Wachstumsdefizite, welche ein langeres Inkubieren im Vorfeld
erforderten und keine anaeroben Vorkulturen zulieRen. Darlber hinaus erhielt man

reinere Produkte.

Die Stamme mit den Plasmiden zeigen im Vergleich zu den jeweilig
korrespondierenden Stammen mit den genomisch integrierten Genen eine hohere
Ausbeute (Tabelle 43).
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Tabelle 43: Stammvergleich aus den Zellsuspensionsassays und BEC-Experimenten zwischen den
korrespondierenden Stammen mit Plasmid und genomischer Integration

Stammvergleich Ausbeutenvergleich Ausbeutenvergleich

Zellsuspensionsassay .
BEC-Experimente

(A=Acetoin, i
(A=Acetoin,
B=Butandiol) ]
B=Butandiol)
Alle Stamme
vorinduziert
AN mit pBAD-alsSD > 107% A > 48% A 63% A* 2 23,5% A*
AN::alsSD
AAAackA/pta mit pBAD- | 101% A-> 68% A 78% A > 32% A****
alsSD >

AANAackAlpta::alsSD

AAAackAlpta mit pBAD- 8% Aund41%B > 21% A 19% A und 54% B >
budC-alsSD - und 26% B 45% B***
AAN::alsSDAackAlpta::budC

* Anmerkung: Vorinduziert, in spateren Experimenten wurde, um die Ausbeute zu erhdhen, die Vorkultur
vorinduziert.

" Anmerkung: Potentialswitch-Experiment kann nicht in direkten Vergleich genommen werden, da
Experimentbedingungen unterschiedlich waren.

“* Anmerkung: Laufzeit war nicht identisch

Hierbei lasst sich erkennen, dass in den BEC-Experimenten von de Stammem mit
genomisch integrierten Genen etwa ein Drittel der Ausbeuten erreicht werden im
Vergleich zu den Experimenten mit den Plasmid-tragenden Stdammen. Ein besonderes
Augenmerk ist hierbei auf das Experiment mit den Butandiol-produzierenden Stammen
zu legen. Wahrend der Stamm mit Plasmid eine Mischung von Acetoin und Butandiol
und kein Acetat aufweist, zeigt der Stamm mit den genomisch integrierten Genen kein
Acetoin, aber eine Acetatproduktion nach Aufbrauchen des Substrates im
Potentialswitch-Experiment. Obwohl die Ausbeuten mit Plasmid-tragenden Stammen
hoher sind ist dennoch die Anwendung der Antibiotika-sensitiven Stamme den

resistenten in der Anwendung vorzuziehen.

Die Deletion der Gene fur die Acetatkinase und Phosphotransacetylase ist in Bezug
auf die Produktreinheit forderlich. Da die Anwendung dieser Stamme in
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bioelektrochemischen Systemen (BES) mit elektrogesponnenem Material zunachst
aber ein Problem darstellen, mussen die Experiment-Parameter angepasst werden.
Grande fur die geringe Stromproduktion mit elektrogesponnenem Material konnten die
geringere Fitness und damit verbundene Produktion von Cytochromen oder Flavinen
sein. Da kein anaerobes Wachstum mehr mdglich ist, teilen sich die Zellen nicht und
gehen zugrunde. Dies ist auch in der Regel mit einer Abnahme der ODsoo von Start bis
Ende eines BEC-Laufes zu erkennen. Da Flavine sowohl in der Wachstums- als auch
der stationaren Phase gebildet werden, nimmt dies vermutlich geringen Einfluss auf
die Stromproduktion mit elektrogesponnenem Material. Um das Problem der fehlenden
Anheftung auf der Anode zu I6sen, wurde eine Co-Kultivierung mit G. sulfurreducens

angesetzt.

G. sulfurreducens bildet ein leitfahiges Biofilm-Netzwerk (Bond et al., 2012). Dieses
geschieht sowohl Uber Typ-IV-Pili als auch aulere Membran-Cytochrome. Bond et al.
(2012) beschreiben den Elektronentransport im Biofilm folgendermalRen. Bei der
Oxidation von Acetat zu CO2 entstehen Protonen und Elektronen (Bond et al., 2012).
Die Protonen werden in das Medium abgeben und die Elektronen, im Falle der ersten
Zellschicht auf der Anode, werden direkt auf die Anode Ubertragen. Jede weitere
Zellschicht Ubertragt die Elektronen auf aulere Membrancytochrome oder Pili der
Zellen, die naher an der Anode lokalisiert sind. Zusatzlich visualisieren sie in einer
Abbildung den Gradienten des Gesamtoxidationslevels der Cytochrome und den pH-
Wert innerhalb des Biofilms auf der Anode. So beschreiben die Autoren einen hoheren
Anteil an reduzierten Cytochromen und einen héheren pH-Wert von der Anode entfernt
im Vergleich zur Zellschicht direkt auf der Anode (Bond et al., 2012). Zusatzlich
beschreiben die Autoren die Mdglichkeit, dass der Biofilm auf der Anode in der Dicke
wachst, bis der pH-Wert in der Nahe der Anodenoberflache so weit absinkt, dass die
Elektronenubertragung der anodennahen Zellen gehemmt wird. Dieses Phanomen
kann somit die Zellen im Biofilm einschranken Elektronen auf die Anode zu ubertragen.
Als weiteren Grund beschreiben sie die zu geringwerdende lokale Konzentration der
von den aulersten Zellen oxidierten Cytochrome, um weiteres Wachstum zu
unterstutzen (Bond et al., 2012). Bei einer Co-Kultivierung mit S. oneidensis war die
Vorstellung, dass sich S. oneidensis in den leitfahigen Biofilm einbetten und Elektronen
an die leitfahigen Strukturen abgeben kdnnte. S. oneidensis zeigt weniger Zellen auf
der Anode im Vergleich zu G. sulfurreducens, dieses wurde zum Beispiel von Dolch et

al. (2014) gezeigt (Dolch et al., 2014). In dieser Studie wurden die jeweiligen
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Monokulturen im Vergleich zur Co-Kultivierung gezeigt. Die Inokulation der
bioelektrochemischen Systeme erfolgte in einem Verhaltnis von 1:1 und anschlie3end
wurden die Anoden fur die Zellzahlung isoliert. Es wurden in Co-Kultivierung 9%
S. oneidensis-Zellen und 91% G. sulfurreducens-Zellen auf der Anode via qPCR
nachgewiesen (Dolch et al., 2014). Damit ist das Verhaltnis der auf der Anode
nachgewiesenen S. oneidensis-Zellen um ein 11faches und G. sulfurreducens-Zellen
um ein 1,7faches hdher im Vergleich zur jeweiligen Monokultur (Dolch et al., 2014).
Die Autoren folgern daraus, dass G. sulfurreducens die Anheftung von S. oneidensis
auf der Anode erhdht, welches aus einem synergistischen Effekt der Acetatproduktion
durch S. oneidensis und umgehender Acetatkonsumierung durch G. sulfurreducens

hervorgehen kénnte (Dolch et al., 2014).

Fir die Co-Kultivierung wurde zum einen der Stamm AA:alsSD (JG 919) und
AA::alsSDAackA/pta (JG 1040) eingesetzt. Bei der Co-Kultivierung mit JG 919 wurde
kein detektierbares Acetoin gebildet. Ein Grund kénnte der Flux Richtung Acetat sein,
da dieses als Substrat fur G. sulfurreducens dient. Um dies zu vermeiden und
S. oneidensis trotzdem die Anheftung auf der Anode bzw. die Abgabe der Elektronen
auf die Anode zu erleichtern, wurde in einem weiteren Ansatz die Mutante ohne
Acetatkinase und Phosphotransacetylase gewahlit. Auch in diesem Aufbau konnte kein
Acetoin detektiert werden. Dies konnte zum einen am geanderten Medium liegen, da
hier kein wie bisher verwendetes PBS-Medium, sondern Co-Kulturmedium verwendet
werden muss. Als Weiteres ist die Moglichkeit des pH-Shifts in Betracht zu ziehen. In
Versuchen ohne G. sulfurreducens und ohne die Produktion von Acetat wurde ein pH-
Wert Anstieg von 7,4 auf etwa 8,0 beobachtet. Wahrend Acetat den pH-Wert senkt,
steigt der pH-Wert bei ausschlieRlicher Acetoinproduktion merklich. Die Co-Kultur-
Versuche wiesen einen konstanten pH-Wert von 7 auf, da diese zusatzlich mit N2/COz2
begast wurden. Obwohl in Xiao et al. (2014) mehrere Quellen genannt werden, die den
pH-Wert als Prozessparameter im sauren Milieu hielten, bzw. nicht einstellten, merken
die Autoren an, dass das pH-Optimum fur Acetoin- und Butandiolproduktion auf den
jeweiligen Mikroorganismus und das jeweilige Substrat angepasst werden muss (Xiao
and Lu, 2014). Weiterhin ist anzumerken, dass folglich mit einer héheren Produktion

von Acetoin (und damit weniger Acetat) der pH-Wert im Medium ansteigt.

Nachdem die Co-Kultivierung zunachst ohne merkliche Acetoinproduktion

durchgefuhrt wurde, wurde als weitere Konsequenz versucht die Fithess des Stammes



Diskussion Seite 123

zu verbessern. Da bei einem Potential von 0 mV gegen NHE der Organismus im
anaeroben-Stoffwechsel nur einen unvollstandigen Citratzyklus durchlauft, kann
dieser nicht zur Energiegewinnung genutzt werden. Hierbei wird vom
S. oneidensis-Wildtyp unter anoxischen Bedingungen Substratstufen-
Phosphorylierung Uber die Produktion von Acetat zur Energiegewinnung genutzt dies
ist bei der ackA/pta-Mutante nicht mehr mdglich (Hunt et al., 2010).

Hirose et al. (2018) zeigten, dass unter Anlegen eines hohen Potentials von +500 mV
gegen Standard Wasserstoff Elektrode (SHE), hohere Stromdichten messbar sind.
Zusatzlich zeigten sie nach einer Transkriptomanalyse, dass die Gene fir NADH-
Oxidation und ATP-Synthese hochreguliert sind. Weiterhin wurden die Gene flr die
NADH-Regeneration, wie fur die Pyruvat-Dehydrogenase (aceF) und 2-Oxoglutarat-
Dehydrogenase (sucAB), ebenfalls unter den getesteten Bedingungen hochreguliert
(Hirose et al., 2018). So vermuten die Autoren das NADH-abhangige katabolische
Prozesse unter Anlegen eines hohen Potentials an die Anode aktiv sind (Hirose et al.,
2018). Diese Uberlegung fihrte zum Anlegen eines hohen Potentials in den Versuchen
mit der Acetat-defizienten Mutante, um die Fitness des Stammes zu erhdhen. Hierbei
sollte dem Stamm bei +500 mV gegen NHE die Moglichkeit gegeben werden, Uber
den Citratzyklus Energie zu generieren. Die Experimente wurden zum einen mit
Potentialswitch durchgefiuhrt und zum anderen im Vergleichsexperiment mit
konstanten Potentialen.

Nachdem ein kontinuierlicher Switch zwischen 500 mV gegen NHE (HP (engl.: High
Potential) und 0 mV gegen NHE (LP (engl.: Low Potential) alle vier Stunden zu keiner
hohen Acetoinproduktion fuhrte, wurde ein Experiment mit vier Stunden HP und
20 Stunden LP durchgefuhrt. Hierbei stieg die Acetoinproduktion auf 2,11 mM aus
8,42 mM Laktat an. Der Stamm wurde zusatzlich ohne Switch fur eine Woche bei HP
und LP getestet. Hierbei entstand im Lauf bei hohem Potential etwa 2 mM Acetoin und
bei niederem Potential 1,3 mM Acetoin. Nach Verbrauchen des Substrates konnte
Acetat im Medium detektiert werden. Dieses Phanomen wurde ebenfalls in den
Zellsuspensionsassays beobachtet. Nachdem das Substrat aufgebraucht ist, sinkt in
der Regel die OD, welches mit Zelllyse einhergeht und hierbei scheint indirekt Acetat
zu entstehen. Zudem wurden die Laktatumsatzraten betrachtet. In diesem
Zusammenhang scheint die Umsatzrate im hohen Potential schneller anzusteigen, wie
auch die Acetoinproduktion und bei diesem Level zu bleiben, bis das Substrat

aufgebraucht ist. Damit scheint das Substrat bei hohem Potential schneller zu Acetoin
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umgesetzt zu werden im Vergleich zu niederem Potential, dies kdnnte ein Zeichen fur

ein Erhohen der Fitness des Stammes sein.

Bei Anlegen des niederen Potential zeichnet sich ein kontinuierlicher Anstieg und auch
kontinuierlich ansteigende Acetoinproduktion ab. Mit einem kontinuierlichem
Nachfuttern der Kulturen, wenn die Laktatkonzentration kleiner 2,5 mM ist, konnte die

Acetoinproduktion zusatzlich erhéht werden.

Unter der Annahme, dass der Stamm bei Anlegen des HP den Citratzyklus zur
Energiegewinnung nutzen kann, war ein Verlust der Ausbeuten anzunehmen. Da das
Intermediat Pyruvat statt flr die Produktion von Acetoin in den Citratzyklus eingespeist
wird (Abbildung 51). Allerdings ist in dem Ansatz mit hohem Potential 1,9 mM Acetoin
aus etwa 8 mM Laktat entstanden und bei niederem Potential 1,3 mM aus 8 mM Laktat.

CO,
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CoA-SH
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/f\ ATP
Acet | CoA ADP O
s
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ATP + CoA-SH
Succinyl-CoA

Abbildung 51: Schematische Abbildung des Stoffwechsels unter Anoden-atmenden Bedingungen. In
Orange und Schwarz sind die Produkte beziehungsweise der Citratzyklus gezeigt. Die roten Pfeile zeigen
die Unterbrechung des Citratzyklus unter anoxischen Bedingungen an. In Rot sind die beteiligten Gene
dargestellt. In Dunkelgriin ist das Endprodukt Butandiol und in Blau das Endprodukt Acetoin abgebildet.
Das Substrat Laktat ist in Grau eingefarbt (Modifiziert nach: Flynn et al., 2012; Brutinel and Gralnick, 2012).

Jedoch ist bei Anlegen des hohen Potentials etwa ein 1,77fach hoherer Strom zu

messen im Vergleich zum niederen Potential. Dies ist vermutlich begrindet durch die
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Nutzung des Citratzyklus. Wahrend bei der Oxidation von Laktat zu Acetat vier
Elektronen auf die Anode Ubertragen werden, im Fall von Acetoin zwei, werden durch
den Citratzyklus 12 Elektronen frei. Hirose et al. (2018) merken zusatzlich an, dass
unter Bedingungen bei hohem Potential S. oneidensis anteilig einen NADH-
abhangigen Stoffwechsel bestehend aus Pyruvatdehydrogenase (Pdh) und NADH-
Dehydrogenase (Ndh) fur die Umsetzung von Pyruvat nutzt. Weiterhin wird
beschrieben, dass aufgrund der Aktivierung der NADH-Dehydrogenase (Nuo) die
Menge an protonenmotorischer Kraft (engl.: Proton Motiv Force (PMF)) je Elektron
erhoht wird (Hirose et al., 2018).

Da die beste Acetoinausbeute bei einem Wechsel des Potentials Uber 4 Stunden bei
hohem und 20 Stunden bei niederem Potentials zu sein scheint, wurde dieses
Experiment auch in Co-Kultur mit G. sulfurreducens durchgefihrt. Hintergrund der
Co-Kultivierung war das Einbetten der S. oneidensis Zellen in einen leitfahigen
G. sulfurreducens-Biofilm um eine hohere Produktivitat in Bezug auf Strom und
Acetoin zu erzielen. In diesen Experimenten konnten jedoch nur geringe Mengen an
Acetoin detektiert werden mit einer Ausbeute von etwa 4%. Dies lasst auf eine andere
Limitierung in diesem Experiment vermuten. Es ist auch madglich, dass die
Medienkomposition und der pH-Wert eventuell einen entscheidenderen Anteil an der

Acetoinproduktion haben, als bisher angenommen.

In Vorversuchen wurde getestet, ob G. sulfurreducens in der Lage ist Acetoin zu
verstoffwechseln, daflir gab es aber keinen Hinweis. Obwohl G. sulfurreducens die
Gene fur einen D-/L-Laktattransporter und eine Laktatdehydrogenase besitzt, ist
Wachstum auf Laktat als primare Kohlenstoffquelle mit Fe(lll) als Akzeptor zunachst
ausgeschlossen worden (Caccavo et al., 1994). Nach Adaption an Laktat Gber
mehrere Generationen (etwa 151 Generation und 23 Uberfihrungen), wurde die
Verdopplungszeit auf 8,3h und die initiale Lag-Phase minimiert (Summers et al., 2012).
FUr Acetat ist die Verdopplungszeit auf 5h beschrieben. Des Weiteren beschreiben die
Autoren, dass in den adaptierten Stammen die Gene sucCD bei Wachstum in Medium
mit Laktat als Elektronendonor hoher exprimiert werden, welches wohl zu einer

vollstandigen Oxidation von Laktat Gber den Citratzyklus fuhrt (Summers et al., 2012).

Zum anderen konnte der Potentialshift zu einer Veranderung des Verhaltens von
G. sulfurreducens fihren. Bosch et al. (2014) testeten verschiedene Anodenpotentiale

mit G. sulfurreducens und untersuchten die Biomasse und Stromproduktion (Bosch et



Diskussion Seite 126

al., 2014). Die Autoren beschreiben Experimente von -105 bis +645 mV gegen SHE in
denen G. sulfurreducens identische Mengen an Biomasse je gemessenem Elektron
bildet. Die Autoren gehen davon aus, dass der Organismus nicht in der Lage ist hdhere
verfugbare Energien in ATP zur Energiekonservierung umzuwandeln. Sie sehen
hierfur zum einen die Mdglichkeit das G. sulfurreducens das hohe Potential aufgrund
physiologischer Einschrankungen nicht ausschopfen kann und zum anderen dass es
die Stoffwechseleffizienz senkt und so weniger Biomasse je Energieeinheit gebildet
wird (Bosch et al., 2014). In diesem Fall postulieren sie einen Verlust an Energie in
Warme (Bosch et al., 2014). Somit konnte das Anlegen des Potentialwechsels keine

grélere Stresssituation fur G. sulfurreducens bedeuten.

Es bleiben demnach flr die Steigerung der Acetoinausbeute in bioelektrochemischen

Systemen mit der Co-Kultivierung weitere Versuche offen.

5.3 Ausblick

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Produktion von Butandiol und Acetoin
durch S. oneidensis in bioelektrochemischen Systemen moglich ist. Die Produktion
konnte durch weitere Anpassungen, wie Potentialwechsel mit den Antibiotika-
sensitiven Stammen gesteigert werden. Eine weitere Steigerung der Produktivitat kann
Uber die Anwendung elektrogesponnener Materialien versucht werden, da diese
bereits eine Erhéhung der Stromproduktion in Nicht-Produktionsstdammen zeigten. Des
Weiteren konnten mehrere Kopien der Produktionsgene in das Genom integriert
werden. Da die Versuche mit Plasmiden in der Regel hohere Ausbeuten im direkten
Vergleich zeigten, ist dies vermutlich auf die erhdhte Genkopienzahl im Organismus
zurUckzufuhren. Weiterhin ist es von Vorteil die Stamme in der Vorkultur bereits zu
induzieren, damit die notwendigen Enzyme Acetolaktat-Synthase, Acetolaktat-
Decarboxylase und Butandioldehydrogenase bereits von Beginn an Laktat umsetzen

kénnen und keine Energie in die Proteinsynthese verschwendet werden muss.

Die Substraterweiterung mit S. oneidensis in Monokultur zeigte bis auf Glucose keine
Erfolge, aber auch hier lasst sich durch die weitere Integration von weiteren Genen die

Wahrscheinlichkeit steigern.

Das Verstoffwechseln von Glycerin zeigte bisher keinen Erfolg. Hierbei kann es von
Nutzen sein ein weiteres Gen zu integrieren, welches fur eine Triose-lsomerase

kodiert. Dies kann eine Umsetzung von Dihydroxyacetonphosphat beschleunigen.
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Dabei wurde die Funktionalitat der Gene flr die Methylglyoxalatsynthase und
Glyoxalase Il nicht mehr zwingend notwendig sein und als Fehlerquelle
ausgeschlossen werden. Weiterhin kdnnte eine Glycerinkinase aus E. coli eingeflgt

werden, falls der erste Schritt im Glycerinabbauweg bereits die Limitierung darstellt.

Um S. oneidensis zum Cellulose-Abbau zu befahigen sollte die Integration des
Cellobiose-Transporters von L. lactis zusammen mit der Cellobiase durchgefuhrt
werden. Es handelt sich hierbei um ein Operon aus vier Genen fur den Transporter
ptcCAB und der Cellobiase (-1,4-Glucosidase) celA. Eine weitere Mdglichkeit bietet
das Koppeln der Cellobiase an das losliche Membrancytochrom MtrFissich wie es
bereits fur die Cellulase (Celstrep) angewendet wurde. Dies wirde den extrazellularen
Abbau von Cellulose zu Glucose ermoglichen, welches der Glucose-adaptierte Stamm
(Gluadapt) wiederum als Substrat nutzen kann. Im Weiteren kann dies dann auf die
Acetoin- bzw. Butandiolproduzenten mit den genomisch integrierten Genen

angewendet werden.

Mit Zusammenfuhren dieser Wege ware S. oneidensis in der Lage in
bioelektrochemischen Systemen einen billigen Rohstoff wie Cellulose zu einer

Plattformchemikalie wie Acetoin bzw. Butandiol umzusetzen.
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